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Depuis la description par Robert Koch du phénoméne qui porte 
son nom, phénoméne ott s’opposent et se compleétent l’allergie 
tuberculinique et l’immunité de superinfection, nombreux sont les 
auteurs qui se sont intéressés au sort des bacilles de réinocu- 
lation. 

L’immunité de superinfection est en effet laspect le plus 
frappant du phénomeéne de Koch. Koch lui-méme, puis Bezancon 
et de Serbonnes, dans des travaux aujourd’hui classiques, ont 
bien établi que, chez le cobaye tuberculeux, une seconde imocu- 
lation cutanée de bacilles, 4 condition qu’elle soit faite dans un 
délai convenable (environ quarante jours apres la primo-infec- 
tion), entraine la constitution d’une lésion rapidement escarro- 
tique ; aprés la chute de l’escarre, l’ulcération cratériforme sous- 
jacente présente une tendance spontanée a la guérison, tandis 
que la tuberculose de primo-inoculation continue 4 évoluer pour 
son propre compte jusqu’a la mort de l’animal. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1955. 
Annales de UInstitut Pasteur, t. 89, n° 5, 1955. ah 
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Il était naturel de rechercher le devenir des bacilles de réino- 
culation, mis dans l’impossibilité d’entrainer la formation d'un 
nouveau chancre. 

Bezancon et de Serbonnes, puis Boquet, ont établi que les 
bacilles de réinoculation étaient éliminés par l’escarre, mais con- 
servaient toute leur virulence. Et Boquet a démontré que l’escarre 
elle-méme, contenant des bacilles vivants, élait virulente pour un 
animal neuf. Dans un important mémoire, publié en 1933, le 
méme auteur écrit, entre autres choses, dans ses conclusions : 
« Les réactions d’immunité consistent essentiellement dans le 
blocage temporaire ou définitif des germes virulents d’épreuve et 
dans la délimitation de plus en plus précoce et de plus en plus 
étroite du champ de leur action pathogéne. Elles paraissent 
résulter non pas de l’intervention directe d’anticorps humoraux, 
mais de la mise en jeu progressive de tous les éléments phago- 
cytaires dont l’infection modifie graduellement les propriétés 
physiologiques... Si importants qu’ils soient, les processus de 
bactér:olyse ne représentent qu’un aspect secondaire des réactions 
de lVorganisme tuberculeux aux surinfections. » 

Ainsi Boquet attribue-t-il ’immunité de surinfection observée 
dans le phénoméne de Koch au blocage local des bacilles de 
réinoculation et a leur destruction dans des phénoménes de pha- 
gocytose ; cependant, a ses yeux, la bactériolyse n’est qu’un phé- 
noméne secondaire. Pourtant les bacilles disparaissent de la 
lésion, il y a plus qu’un phénoméne de blocage, il existe une 
véritable élimination, par une sorte de refus tissulaire de l’orga- 
nisme devenu allergique. 

C’est précisément ce phénoméne de refus, cette disparition des 
bacilles de réinoculation qu’il est malaisé d’expliquer et au sujet 
desquels Boquet demeure en partie dans l’incertitude. 

Plus récemment, Négre a repris l’étude de la surinfection tuber- 
culeuse, et ses conclusions sont trés voisines de celles de Boquet ; 
la résistance 4 une réinoculation virulente d’animaux vaccinés par 
le BCG est due 4 un retard considérable de la dissémination des 
germes v:rulents dans les organes. Ces germes passent dans diffé- 
rents viscéres, avec d’ailleurs un tropisme particulier (pour la 
rate chez le cobaye, chez le lapin pour les poumons), bien plus 
tardivement que chez les témoins. C’est ce tropisme qui, pour 
Négre, expliquerait ce retard de dissémination et, de ce fait, la 
résistance A la surinfect:on. Cette théorie ne nous parait pourtant 
pas expliquer la guérison du phénoméne de Koch et la dispari- 
tion des bacilles. 

Gernez-Rieux et ses collaborateurs Tison et Voisin ont consacré 
un important mémoire aux Processus cellulaires de résistance 
contre la Tuberculose au XI* Congrés National de la Tuberculose, 
Toulouse, 1953. Ces auteurs attribuent un réle prépondérant aux 
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phagocytes, polynucléaires ou macrophages, qui englobent puis 
détruisent les bacilles tuberculeux ; ils ajoutent que les anticorps, 
tout au moins ceux que nous savons déceler, ne semblent pas 
jouer un réle important, mais qu’il intervient pourtant vraisem- 
blablement des réactions humorales, ainsi que des facteurs non 
spécifiques, d’ordre physico-chimique. 

Signalons aussi, a ]’étranger, les travaux de Max Lurie, de 
Strém qui utilisa des bacilles marqués. Tous arrivent A la méme 
conclusion que, chez les sujets préinoculés, les bacilles de réin- 
fection demeurent beaucoup plus longtemps au lieu de l’injection ; 
dans la plupart des viscéres de ces animaux, les bacilles de réin- 
fection vont en diminuant progressivement pour aboutir a une 
véritable stérilisation. 

Malgré toutes les tentatives d’explication de la résistance a la 
surinfection tuberculeuse, il persiste toujours de l’obscurité sur 
sa nature méme. Et Gernez-Rieux et ses collaborateurs écrivent 
dans cette idée : « Actuellement nous ne pouvons que constater 
augmentation de la défense cellulaire, sans en pénétrer le méca- 
nisme intime. » 


Phagocytose des bacilles par les polynucléaires et surtout les 
macrophages, blocage des germes au niveau de la zone d’injec- 
tion et lenteur de leur dissémination, disparition progressive des 
microbes du phénoméne de Koch sont des faits d’observation 
expérimentale. Mais leur raison intime nous échappe ; et le refus 
tissulaire de l’organisme tuberculeux allergique demeure mys- 
térieux. 


Aussi avons-nous désiré aborder le probléme par un procédé 
différent : ]’étude histologique systématique et a intervalles régu- 
liers de la surinfection tuberculeuse expérimentale du cobaye. 

Deux groupes d’animaux ont été séparés, tous ayant regu une 
premicre injection analogue de bacilles tuberculeux. Dans un 
délai convenable, aprés l’apparition de l’allergie vérifiée par 
Vintradermo-réaction a la tuberculine, un groupe a regu une 
injection de surinfection avec des bacilles tués, autre groupe 
une injection de bacilles vivants. A intervalles réguliers, vingt- 
quatre heures, quatriéme jour, sixiéme jour, huitiéme jour, 
quinziéme jour, vingtiéme jour et au trentiéme jour apres 
injection seconde, le phénoméne de Koch apparu fut biopsic, 
et les bacilles recherchés sur les coupes colorées par la méthode 
de Ziehl. Notons d’emblée que les résultats obtenus par la réino- 
culation de bacilles morts et de bacilles vivants ont été pleinement 
comparables. 

Voici, a titre indicatif, notre protocole d’expériences sur un 
groupe de ces cobayes, réinoculé avec des bacilles tués. 
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Jour X. — Inoculation de 18 cobayes avec du bacille tuber- 
culeux. Souche H37. Culture de huit jours en Dubos. Dilution 
au 1/200. Injection de 1/10 de centimétre cube. 

Série A : 6 cobayes sont injectés par voie intrapéritonéale. 

Série B : 6 cobayes sont injectés par voie intradermique. 

Série C : 6 cobayes sont injectés par voie intratesticulaire. 


Jour Y. — Soit trentre-huit jours aprés la primo-inoculation, 
on teste l’allergie cutanée des cobayes par une injection intra- 
dermique de tuberculine (1/10 de centimétre cube de tuberculine 
diluée au 1/10). 

Tous les cobayes sont fortement allergiques, avec intradermo 
escarrotique. Il n’y a pas de différence notable dans l’allergie des 
trois séries de cobayes, inoculés par des voies différentes. 


Jour 0. — Soit soixante jours aprés la primo-inoculation, les 
18 cobayes recoivent une injection au flanc gauche de 1/2 cm® 
de culture pure de B. K., souche H37, culture en Dubos de huit 
jours, autoclavée vingt minutes. 


Jour 1 (le lendemain). — Tous les cobayes ont une réaction 
apparente. Chez l'un d’entre eux, élément d’aspect bleu violacé, 
rappelant une ecchymose. Elément biopsié en masse (biopsie A). 

Etude histologique de la biopsie A. — Sur lame colorée par 
Vhématéine-éosine, phénoménes congestifs trés marqués avec 
réaction a polynucléaires. Sur lame colorée par le Ziehl, on 
trouve quelques rares B.K., trés en profondeur dans l’hypo- 
derme. Les B. Kk., en petits amas, sont souvent phagocytés dans 
les polynucléaires ; d’autres sont libres, extracellulaires. 


Jour 4. — Progression des phénoménes de Koch, qui se recou- 
vrent d’une crotte. L’un d’eux est biopsié (biopsie B). 
Etude histologique de la biopsie B. — Hématéine-éosine : 


intenses phénoménes inflammatoires et congestifs, avec granu- 
lome et début d’escarre. 

Ziehl : nombreux B. Kk; nombreuses figures de phagocytose, 
mais également B. Kk. libres. Les B. K. se trouvent en profondeur 
dans le derme et pas loin de la couche musculaire. 


Jour 6, — Certaines escarres commencent a se décoller. Biopsie 
d’un phénoméne de Koch a ce stade (biopsie C). 
Etude histologique de la biopsie C. — Hématéine-éosine. 


Escarre trés congestive, partiellement décollée. Sous l’escarre, 
également congestion et infiltration lympho-neutrocytaire. 

Ziehl : pas de bacille dans l’escarre ; ils se trouvent au-dessous 
de cette zone inflammatoire ; et l’on en découvre sur toute la hau- 
teur du chorion, de Pescarre au muscle sous-jacent. Les bacilles 
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sont groupés en paquets; ils sont rarement phagocytés ; ils 
donnent impression d’étre libres. Il est possible qu’il y en ait 
aussi dans la zone profonde de l’escarre. 


Jour 8. — Aprés chute compléte de l’escarre, l’ulcération est 
cratériforme. Elle est prélevée en masse (biopsie D). 
Etude histologique de la biopsie D. — Hématéine-éosine : 


Yescarre et le cratére sont nettement distincts sur la coupe. 
Intenses phénoménes inflammatoires (granulome) et nécrotiques. 

Ziehl : on trouve un petit nombre de bacilles, libres dans 
lescarre ; il est impossible d’en découvrir dans les parois du 
cratere. 


Jour 15. — La plupart des phénoménes de Koch sont en nette 
régression et ont tendance a se refermer. L’un pourtant est 
encore largement ouvert. On préléve ce jour une ulcération qui 
est nettement en voie de se combler (biopsie E). 

Etude histologique de la biopsie E. — Hématéine-éosine : les 
phénoménes inflammatoires se sont atténués; on découvre une 
ou deux cellules géantes de Langhans; il existe encore un gra- 
nulome lympho-neutrocytaire, avec congestion vasculaire. 

Ziehl : pas de bacilles décelables aprés un long examen. 


Jour 20. — Les ulcérations sont petites et en voie de ferme- 
ture ; l’une d’entre elles est prélevée (biopsie F). 
Etude histologique de la biopsie F. — Hématéine-éosine : le 


granulome inflammatoire est toujours présent, mais il est moins 
étendu en profondeur que précédemment ; diminution de |’cedéme. 
Congestion. Pas de cellules géantes. 

Ziehl : pas de bacilles décelables. 


Jour 30. — Sur lun des animaux, le phénoméne de Koch est 
presque complétement guéri ; la peau de la cicatrice, souple, est 
prélevée (biopsie G). 

Etude histologique de la biopsie G. — Hématéine-éosine : il 
n’existe plus de solution de continuité de la peau ; mais un gra- 
nulome encore appréciable, avec une ou deux cellules géantes. 

Ziehl : pas de bacilles. 


Nous passerons plus rapidement en revue la seconde série d’ani- 
maux tuberculeux, surinfectés cette fois par des bacilles vivants. 

Les phénoménes de Koch apparus dans ces conditions ont été 
semblables A ceux de la série précédente. Nous en avons fait la 
biopsie successivement les quatriéme, septiéme, onziéme, dix- 
huitiéme: et vingt-quatriéme jours. 
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Voici les résultats de l’examen histologique et bactériologique 
des piéces de biopsie. 

1° Biopsie du quatriéme jour. — Tissu de granulation riche en 
polynucléaires s’étendant depuis l’escarre jusqu’en profondeur 
par petits infiltrats séparés. Les bacilles sont trés nombreux, on 
les trouve sous l’escarre ; ils sont en grande partie phagocytés 
dans les polynucléaires, mais il en est pourtant de libres. 

2° Biopsie du septiéme jour. — Granulome inflammatoire. 
Rares bacilles dans la profondeur du derme ; ils sont phagocytés 
dans les polynucléaires, ou plus souvent libres. 

3° Biopsie du onziéme jour. — Granulome inflammatoire impor- 
tant, avec intense congestion vasculaire et ulcération en cratére. 
Les bacilles sont exceptionnels ; on les trouve dans le fond du 
cratére, libres. 

4° Biopsie du dix-huitiéme jour. — Ulcération nette, inflamma- 
tion de type chronique ; le fond méme de l’ulcération est infiltré 
de polynucléaires ; mais le tissu environnant est surtout histio- 
cytaire, avec quelques formations épithélioides. Pas de B. K. 

5° Buiopsie du vingt-quatriéme jour. — Granulome modéré, 
avec tissu histiocytaire. Pas de bacille. 


Deux faits résument notre expérimentation sur le phénoméne 
de Koch et son étude anatomo-pathologique : 

Au cours d’une premiére période, assez bréve — huit jours 
dans la premiére série d’animaux, surinfectés par des B. K. tués, 
onze jours dans la seconde — il est possible de retrouver le 
bacille dans les sections cutanées. Le germe est généralement situé 
trés en profondeur, dans le derme et a la limite de ’hypoderme ; 
il est trouvé dans les parois de l’ulcération lorsque l’escarre est 
tombée; sa présence dans lescarre elle-eméme ne nous est 
apparue qu'une seule fois. 

Pendant cette période, le B. K. est souvent phagocyté par les 
polynucléaires ; mais ce fait n’est pas constant; et nous avons 
toujours constaté en méme temps que des germes phagocytés, des 
microbes libres. 

Sur aucune des biopsies nous n’avons relevé d’altérations mor- 
phologiques du bacille tuberculeux, altérations pouvant confirmer 
Vidée d’une lyse bactérienne progressive. 

Aprés cette période initiale de huit & onze jours, il n’a plus 
jamais été possible de retrouver les bacilles sur les coupes de 
Pulcération, bien que l’aspect histologique soit celui d’une inflam- 
mation importante douée méme d’un caractére évocateur (cel- 
lules épithélioides, plasmodes de Langhans). Encore assez nom- 
breux deux jours avant, les microbes ont entiérement disparu, 
sans qu il soit possible de saisir une phase intermédiaire. 
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COMMENTAIRES ET CONCLUSIONS, 


L’étude histologique systématique que nous avons faite du 
phénoméne de Koch ne nous permet pas de donner une explica- 
tion physio-pathologique indiscutable de la disparition bacté- 
rienne. Mais au moins nous permet-elle de réfuter certaines hypo- 
théses pathogéniques pour nous arréter a celle, sans doute fort 
complexe, du refus cellulaire. 


a est impossible d’attribuer l’immunité de superinfection que 
l’on observe dans le phénoméne de Koch, a la seule action des 
cellules phagocytaires. Cette action existe de maniére indiscu- 
table, nous Pavons constatée sur toutes les biopsies précoces. 
Mais il s’en faut qu’elle atteigne tous les bacilles de réinocula- 
tion ; et, pendant cette période de phagocytose, il nous a toujours 
été possible de retrouver des bacilles libres. On peut done affirmer 
qu’au moins certains germes vont disparaitre sans avoir été la 
proie des polynucléaires. 

Pour expliquer la disparition rapide et compléte des germes, 
trois hypothéses doivent étre envisagées. 

Celle de la lyse s’imagine facilement ; elle nous parait cepen- 
dant contestable. Car jamais sur nos biopsies, nous n’avons 
observé d’altérations morphologiques des bacilles, laissant a 
penser que ces derniers étaient digérés ou attaqués par une 
substance quelconque. Nous n’avons constaté de modifications 
apparentes ni des bacilles libres, ni des germes phagocytés. Une 
telle lyse serait bien explosive pour détruire complétement et 
en quarante-huit heures des germes fort nombreux, sans quill 
paraisse de figure intermédiaire. 

L’hypothése du blocage repose sur des arguments plus solides, 
et nous avons analysé, au début de cet article, ceux de Boquet, 
de Négre et de Strém. Toutefois, ce blocage rend bien compte de 
la dissémination retardée et discréte des germes de surinfection, 
mais non de leur disparition. L’élimination spontanée des bacilles 
ne peut étre ainsi expliquée de maniére pleinement satisfaisante. 


Il reste alors l’hypothése a laquelle nous tendons a nous rallier, 
celle du refus cellulaire. 11 nous semble que la cellule cutanée 
d’un cobaye déja tuberculisé ne constitue plus, du fait de 
l’allergie, un milieu propice a la végétation du bacille de Koch ; 
et, a Voccasion d’une seconde contamination, les bacilles de 
réinoculation ne peuvent cultiver dans ce tissu qui leur est devenu 
défavorable. On rejoindrait ainsi l’opinion de Négre, invoquant 
la nécessité de facteurs nutritifs propres 4 assurer la multiplica- 
tion ou la décroissance des germes. 

Par suite d’une sorte de refus, ces germes sont alors éliminés, 
vraisemblablement rejetés dans |’épaisseur de l’escarre. 
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Il est possible que ce refus cellulaire constitue un mécanisme 
assez général de l’immunité, et l'un de nous a constateé depuis 
longtemps des phénoménes analogues au cours de la syphilis 
expérimentale. 

Au total, nous ne prétendons pas apporter, par notre étude 
anatomo- pathologique, toute l’explication du comportement des 
bacilles réinoculés. Mais nous préférons a certaines théories clas- 
siques celle du refus cellulaire, sans nous dissimuler toutefois 
ce qu’elle cache encore d’ignorance. 
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LA REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT 
POUR LE DIAGNOSTIC DE L’'INFECTION HERPETIQUE. 


1. — ANTIGENES PREPARES 
A PARTIR DES LIQUIDES AMNIOTIQUES 


ET ALLANTOIQUES INFECTES 


par R. SOHIER, M.-M. PEILLARD, F. CHALLUT et Y. CHARDONNET (’). 


(Laboratoire d’Hygiéne 
de la Faculté de Médecine de Lyon) 


Si, pour un grand nombre d’infections a virus, la réaction «le 
fixation du complément est apparue, dés longtemps, comme une 
des méthodes de diagnostic sérologique les plus stres et les plus 
précises, il n’en a pas été de méme en ce qui concerne celles dues 
au virus herpétique. On peut en donner pour preuve l’opinion 
émise encore en 1949 par un des meilleurs spécialistes actuels 
de l’infection herpétique, Scott, qui, dans des ouvrages consacrés 
au diagnostic des maladies a virus de homme [4, 2], écrivait 
que la réaction de fixation du complément ne pouvait pas étre 
considérée comme une méthode pratique. 

On comprendra mieux ces réserves si l’on se reporte aux 
travaux publiés sur ce sujet depuis 1922, et dont les principaux 
ont été indiqués dans notre ouvrage récent (Lépine et Sohier [8)). 

Il n’est pas douteux que l’on doit trouver |’explication de 
ces nombreuses divergences dans la valeur trés différente tant 
des méthodes employées que des interprétations données aux 
résultats obtenus. On ne saurait négliger aussi deux facteurs qui, 
plus ou moins implicitement, sont intervenus: d’une part la 
constatation chez de nombreux sujets adultes apparemment 
normaux de réactions positives, d’autre part l’absence de modi- 
fication du taux des anticorps au cours de l’herpés dit « récur- 
rent ». 

Mais le fait dominant nous parait étre la qualité des antigénes 
utilisés, c’est-a-dire leur sensibilité et leur spécificité. Et nous 
n’en voulons pour preuve que le récent travail de Scott et coll. [4], 
revenant en quelque sorte sur leurs précédentes observations et 
indiquant les conditions dans lesquelles on peut obtenir, du moins 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance-du 7 juillet 1955. 
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par culture sur ceuf embryonné, des antigénes valables, et arrivant 
4 une conclusion analogue a celle que nous avions faite au cours 
de nos recherches sur ce sujet, ce qui nous incite a rapporter nos 
observations. : 
Nous nous proposions initialement d’étudier l’infection herpé- 
tique en utilisant la réaction de fixation du complément et de 
procéder a l'étude critique des techniques proposees. Avant de 
les rappeler et d’exposer nos constatations, nous indiquerons 
succinctement la méthode que nous avons employée. 


METHODE. 


R&ACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT. — Nous avons employé 
une technique de fixation 4 froid du type Kolmer analogue 4 celle 
indiquée dans notre livre [3] page 86, mais modifiée de fagon 
a obtenir une micro-méthode dont les modalités essentielles ont 
été rappelées dans une note récente [5] et dont les détails seront 
publiés trés prochainement [6]. 


SERUMS DE REFERENCE. — Nous avons éprouvé la presque tota- 
lité des antigénes étudiés en présence de sérums d’animaux 
immunisés, lapin d’une part et cobaye d’autre part. 

Le sérum de lapins était obtenu en inoculant par voie cornéenne 
une souche d’herpés et en prélevant le sérum soit au moment ou 
lanimal commengait 4 présenter des signes neurologiques annon- 
cant une issue fatale (c’est-a-dire entre le douziéme et le quinziéme 
jour aprés linoculation), soit lorsqu’il survivait aprés avoir 
procédé a4 des réinjections répétées de cerveau de souris infectées 
par vole intrapéritonéale ou sous-cutanée. 


Cing souches ont été utilisées : 

Trois isolées hors de France: souche H.F.f., de l'Institut Walter 
and Eliza Hall, qui nous avait été aimablement remise par Dudgeon [7] ; 
Z, isolée dans le Service de Pédiatrie de 1’Ecole de Médecine de Harvard, 
transmise par Gajdusek [8] ; H. F., de l'Institut Rockefeller, aimable- 
ment remise par Nagler [9]. 

Deux isolées au Laboratoire d’Hygiéne de la Faculté de Médecine de 
Lyon: Pune, G. B., provenant d’une stomatite herpétique compliquée 
d’encéphalite (observation rapportée par Bernheim, Sohier et coll. [40]) ; 
autre, M. O., isolée d’un herpés péri-buccal apparu au décours d’une 
intervention pour tumeur cérébrale. 

I] est arrivé que le méme lapin recoive deux souches. 


(1) Lorsque le sérum a été prélevé aprés développement de la kéra- 
lite et sans réinoculation, l’indication K+ sera portée entre paren- 
theses ; si des réinjections de virus vivants ou formolés ont été faites, 
elles seront indiquées par C. V. ou C.F. selon le cas, ces lettres étant 
précédées du nombre de réinjections effectuées. 
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Les titres maxima ont été les suivants (1) : 

Souche H. F. E.: LB (K+ et 2 C.F. +1 C.V.) titre (2) 1/64. 

Souche Z: L 15310 (K+ et 5 C.V.) titre 1/64. 

Souche Z: L78 (K+ et 5 C.V.) titre 1/128. 

Souche G. B. : L 50 (K+) titre 1/16, L98 (K+ et 6 C. V.) titre 1/128, 
L 1919 (K+ et 5 C. V.) titre 1/128, L 19287 titre 1/64. 

Souche M. O. : L 64264 (K+ et 1 C. F. + 8 C.V.) titre 1/128. 

Souche G. B. et H.D.: LO (K+ et 3 C.V.) titre 1/128. 


Ces sérums congelés et gardés 4 — 25° ont conservé leur titre 
pendant quatorze mois. 

Dans la plupart de nos titrages sont intervenus également des 
sérums de cobayes obtenus en procédant a une inoculation de 
suspension de virus (habituellement broyat de cerveau de souris 
infectée ou sérosité de kératite du lapin ou méme broyat de 
membrane chorio-allantoidienne infectée) par voie intradermique 
dans le coussinet plantaire. On observait le développement de 
lésions plus ou moins caractéristiques, puis on réinoculait par 
voile péritonéale des suspensions au 1/10 de cerveau de souris 
infectées. Les animaux recevaient ainsi au moins six recharges. 
Il nous est arrivé de conserver des cobayes qui avaient recu 
15 recharges et dont le sérum prélevé cing jours aprés l’une d’elles 
contenait des anticorps fixant le complément a un taux convenable. 


Il en allait ainsi pour les cobayes: C4 titre 1/128, C7 titre 1/64, 
Cli titre 1/128. 

Mais il y a lieu de noter que des sérums satisfaisants ont pu étre 
préparés en injectant directement par voie péritonéale un broyat de 
cerveau de souris infectée (selon Myers et Chapman [41]) tels les 
sérums C 56 titre 1/128, C16 titre 1/128. 

Nous avons également essayé d’inoculer des broyats de cerveaux 
mélangés 4 du Bayol et de l’Arlacel, mais les résultats n’ont pas été 
satisfaisants. 

Par ailleurs, nous avons employé la méthode préconisée par 
Fowler [412] en injectant des broyats de cerveaux conservés dans la 
glycérine et non lavés, mais sans succés. 

Nous avons aussi essayé, comme l’ont fait Bedson [43], Brain [44], 
des broyats dans une solution tampon phosphatée M/50 a pH 7,6 de 
coussinet plantaire de cobayes infectés par inoculation intradermique. 
Ceux que nous avons préparés, avec une souche, il est vrai, différente 
de celle employée par les auteurs précités (souche H. F. E. de Dudgeon), 
ne nous ont pas donné de résultats dignes d’étre retenus. 


L’attention doit étre attirée sur le fait que les scérums de cobayes 
donnant des titres satisfaisants ont pu étre conservés congelés 
pendant treize mois sans modification du taux des anticorps fixant 
le complément. 


(2) Le titre correspond 4 la dilution maxima fixant le complément 
en présence de deux unités d’antigéne. 
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ANTIGENES PREPARES 
A PARTIR DE CULTURES SUR OEUF EMBRYONNE. 


Les techniques ayant fait Vobjet de publications différent 
essentiellement selon la voie d’inoculation du virus et le produit 
ulilisé comme antigéne : 


1° ANTIGENES PREPARES A PARTIR DE MEMBRANES CHORIO-ALLAN- 
TOIDIENNES. — a) Techniques préconisées. — Parmi celles-ci 
figurent en particulier la méthode de Hayward [45], de Fowler [42], 
de Dudgeon [7], de Brown [46]. Les virus utilisés sont. respectt- 
vement: pour la premiére et la quatrieéme, la souche N de 
Kipping et coll. [47]; pour la seconde, la souche H.F. de 
l'Institut Rockefeller ; pour la troisiéme, deux souches indiffé- 
remment, H.F.E. de l'Institut Walter and Eliza Hall, Royal 
Hospital de Melbourne, et H. S.C. isolée par Dudgeon [7]. 

Nous ne croyons pas utile d’indiquer ici les détails des tech- 
niques. On les trouvera décrites dans notre livre [8], sauf en ce 
qui concerne la méthode de Brown [46] dont la publication n’avait 
pu nous parvenir lorsque notre ouvrage a été rédigé. 


Brown a utilisé des M.C.A. (8) infectées, broyées dans de l eau 
salée physiologique additionnée de 10 p. 100 de sérum de cobaye. Le 
sérum de référence est un sérum de cobaye immunisé par inoculation 
intradermique au coussinet plantaire puis intrapéritonéale. L’étude 
a porté surtout sur la dissuciation, par centrifugation 4 9000 tours 
pendant trois heures dans une centrifugeuse angulaire, de deux anti- 
génes, l’un dit « viral ou particulaire », l’autre dit « soluble ». 
D’aprés Brown l’antigéne soluble intervient seul dans la réaction de 
fixation du complément, sans qu’il soit possible de savoir s’il corres- 
pond 4 un « précurseur » du virus ou 4 un produit de désintégration 
de ce dernier. 


En outre, les anticorps neutralisants n’apparaissent chez les animaux 
qu’aprés injection de l’antigéne dit « soluble ». 


b) Recherches personnelles. — Nous avons préparé les 
antigénes par diverses techniques, dont celle proposée par 
Dudgeon [7] en utilisant la souche quil avait employée. Des 
résultats intéressants furent obtenus mais assez irréguliers, cer- 
tains antigénes étaient bons, alors que d’autres étaient médiocres 
ou franchement mauvais (voir tableau I). 

Nous avons essayé de préparer des antigénes avec un simple 
broyat de M. C. A. infectée avec la souche Z. Il s’agissait d’un 
broyat a l'appareil de Durel-Sausse précédé d’une dilution dans 
eau physiologique bouillon Difco a 20 p. 100 (0,5 ml par mem- 


(3) Lire désormais pour M.C. A. : membrane chorio-allantoidienne. 
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TasiEeau I, 
ANTIGENES 


SERUMS 
de référence 


eee 
| H.E.F. 2 | H.E.F.3 | H.E.F.6 | H.E.F. 7 | H.E.F. 9 


re 


Lapin 78 (litre 128) . : 128 * 
Lapin: 9 (titre 428) 35 5. | | ADs 
Cobaye 4 (titre 128)... . 4128 


pen act gone eee 2 était de bonne qualité. 
es chiffres indiquent le taux de dilution auquel le sérum fixe encore le complément 
(+++ soit 25 p. 100 d’hémolyse au maximum) en présence de lantigéne. 


brane). Le broyage était suivi d’une centrifugation a 3 000 tours 
pendant six minutes. Les résultats ont été meilleurs quoique irré- 
guliers (voir tableau IJ). 


Tasieau II. 


ANTIGENES M.C.A. 


SERUMS 
de référence 


Lapin 15 titre 64) 
Cobaye 114 (titre 128) 


Mais surtout une géne notable résidait dans le fait que les 
sérums a expertiser devaient étre éprouvés en présence de broyat 
de M.C. A. normales préparées de la méme fagon pour éviter 
les erreurs dues a des fixations de complément provoquées par 
ces M.C. A. non infectées et, par conséquent, non spécifiques. 

Quoi qu’il en soit d’ailleurs, Dudgeon, a qui nous faisions part 
de nos résultats inconstants, a bien voulu nous indiquer que, 
postérieurement 4 sa publication [7], il avait décidé d’utiliser 
comme antigénes les liquides amniotiques d’ceufs inoculés dans 
le sac vitellin. C’est la décision que nous avions prise également. 


2° ANTIGENES PREPARES A PARTIR DE LIQUIDE AMNIOTIQUE ET 
ALLANTOIQUE. — a) Techniques préconisées. — C’est Hayward [45] 
qui parait avoir, pour la premiére fois, proposé un antigéne 
constitné par le liquide amniotique ou allantoique d’ceufs infectés 
avec la souche N de Kipping et Downie [47] et aussi de souches 
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personnelles (H — Mc C — P) par injection de broyat de M. C. A., 
soit dans le sac vitellin, soit dans la cavité amniotique, soit dans 
la cavité allantoique. Les liquides amniotiques ou allantoiques 
étaient prélevés vingt-quatre heures aprés la mort de |’embryon. 
Les résultats paraissaient des plus satisfaisants puisque Hayward 
obtenait des antigénes qui, dilués au 1/32 et méme au 1/64, pou- 
vaient fixer le complément en présence de dilutions au 1/8 de 
sérums d’hommes atteints d’herpés. Elle observait d’ailleurs des 
phénoménes de zone. Les antigénes purs et dilués au 1/4 ne 
donnaient aucune fixation. 

La technique proposée par Gajdusek [8] nous ayant paru inté- 
ressante, nous avons tenté de la reproduire. Rappelons qu’elle 
consiste A inoculer des ceufs de neuf jours dans la cavité amnio- 
tique avec un liquide amniotique infecté par la souche Z (isolée 
en 1949 d’une gingivo-stomatite). 

Dans sa publication, l’auteur rapportait avoir obtenu de trés 
bons antigénes en inoculant du liquide amniotique infecté a la 
dilution 10—-*. En effet, ceux-ci fixaient le complément, employés 
non seulment purs, mais dilués au 1/2 et au 1/4. 


Comme Gajdusek avait bien voulu nous envoyer cette souche Z, 
nous l’avons utilisée en suivant exactement sa technique. Or 
nous n’avons pu préparer des antigénes ayant la qualité de ceux 
décrits par notre collégue américain. Comme nous |]’informions 
de ces difficultés, il avait l’obligeance de nous préciser que 
désormais d’une part il utilisait comme inoculat, non plus un 
liquide infecté dilué 4 10—*, mais bien un liquide pur ou dilué 
au 1/10 et que, d’autre part, il inoculait dans le sac du jaune et 
non plus dans la cavité amniotique, bien que des antigénes aient 
pu étre obtenus en utilisant cette derniére cavité par lui-méme 
et par Adair. 

Si nous avons cru devoir rappeler ces détails c’est parce qu’ils 
mettent en évidence les résultats souvent trés irréguliers obtenus 
par des méthodes qui, cependant, paraissaient initialement tou- 
jours satisfaisantes. 

C’est d’ailleurs ce que nous devions constater au cours de la 
préparation des antigénes constitués par les liquides amniotiques 
et allantoiques d’ceufs infectés et qui, comme nous l’avons riap- 
pelé, devait nous conduire & des considérations analogues 
a celles de Scott [4] sur le rdle des modalités de développement 
de infection dans l’ceuf pour l’obtention d’antigénes de qualité. 

b) Recherches personnelles (essai d’obtention d’antigénes de 
qualité constante). — Elles ont été effectuées en deux temps : le 
premier correspond a des essais d’inoculation de liquides infectés 
divers, le second comporte l'utilisation d’un méme inoculat a des 
concentrations et par des voies diverses. 
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Lors des premiers essais avec divers inoculats, nous consta- 
tions que: 


Sur 9 antigénes (4) préparés par inoculation de broyat de M.C. A. 
dans le sac vitellin et récolte du liquide amniotique et allantoique 
(antigénes Z15, Z29, Z31, Z 33, Z 35, Z 38, Z41, Z44 BCD), la plu- 
part étaient mauvais, c’est-’-dire ne permettaient la fixation du 
complément que pour des faibles dilutions de sérums de référence 
de lapins et de cobayes, un était passable (Z 388), enfin deux étaient 
satisfaisants (Z 41 et Z44) tous deux obtenus avec le méme inoculat 
Z 40. Toutefois, si un méme inoculat Z 27 donnait toujours de mauvais 
résultats au cours de cing essais pratiqués, il arrivait que l’on observe 
des différences dans la qualité des antigénes obtenus avec le méme 
inoculat (tel Z 34). On pouvait donc supposer que d’autres facteurs 
intervenaient que la valeur du produit inoculé. 

Pour 9 antigénes préparés par inoculation dans le sac vitellin de 
mélanges de liquides amniotiques et allantoiques d’ceuf infectés, les 
résultats étaient un peu plus satisfaisants, mais demeuraient insuffi- 
sants. Jl en allait ainsi pour les antigénes Z18, Z19, Z 20, Z 22, Z 25, 
Z 44, Z46, Z64, Z 67. En effet, on n’obtenait pas la fixation avec les 
dilutions de sérums de référence qui auraient di encore la permettre 
et, en outre, le pouvoir fixateur de ces antigénes diminuait beaucoup 
ou disparaissait dés que l’on diluait le produit méme au 1/2. 


Nous avons alors repris une série de recherches en utilisant 
le méme inoculat Z 47 qui lors d’un premier essai avait donné 
des résultats encourageants. I] correspondait au neuviéme pas- 
sage dans notre laboratoire de la souche Z. 


Il s’agissait d’un mélange de liquide amniotique et allantoique pro- 
venant d’ceufs inoculés dans le sac vitellin avec le liquide Z 46 employé 
pur (en raison des indications données par Gajdusek postérieurement 
4a sa publication) et prélevé aprés la mort des embryons, laquelle était 
survenue en deux jours. Il avait été réparti en tubes et conservé au 
congélateur 4 — 25°. 

Nous avons précisé quel était le pouvoir infectieux de cet inoculat 
et constaté que: 

Inoculé sur M. C. A. sous un volume de 0,1 ml, il donnait des lésions 
nettes a la dilution 10-7, mais non 4 la dilution 10— ; 

Inoculé dans le sac vitellin, la dose infectieuse 50 p. 100 était, calculée 
par la méthode de Reed et Muench, de 0,2 ml a la dilution 10—*. 

Cependant, en employant la seule voie d’inoculation dans le sac 
vitellin, nous avons eu des résultats assez irréguliers (voir tableau III). 


A ce propos, nous ne pouvons passer sous silence le fait que 
pour les divers essais, les dilutions qui ont servi a préparer les 
inoculats ont été faites avec la méme pipette. On sait les modi- 


(4) On trouvera le détail des constatations faites pour chaque anti- 
gene dans une autre publication. 
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TaBLeaAvu III. 


— in: 


INOCULATION DANS LE SAC 
du jaune du liquide Z 47 dilué a : 


SERUMS 
de référence 40-4 40-8 40-6 40-3 


Yass Of lay Als 0 tl may Alay 08 DY fin Als 28 Da lea Aira Dim /Aisy20 eg Alto) 33 


Sérum lapin 15 340 


(titre 64). . 16* 16 0 8 8 8 46 
Sérum cobaye 112 442 


(titre: 28). 5.) ent oe 32 32 16 16 16 32 


* Lire pour 16 : sérum fixant le complément a la dilution de 1/16. 


fications importantes qu’une telle maniére de faire peut apporter, 
dune part dans l’appréciation des taux limite du pouv oir infec- 
tieux (voir plus loin), d’autre part dans le pourcentage d’embryons 
morts oblenus avec une méme dilution (voir tableau IV). 


TasLEAu IY. 


POURCENTAGE 
d’embryons morts pour les antigénes 


Z 63 Z 65 Z73 


Inoculation dans le sac vitellin 
de 0,2 ml du liquide Z 47 
dilué a: 


Quoi qu’il en soit, ignorant &4 ce moment-la les causes précises 
des irrégularités constatées, nous avons alors tenté de préparer 
de meilleurs antigénes en procédant pour chaque ceuf a une 
inoculation par deux voies, le sac vitellin d’une part et le sac 
enna d’autre part. En injectant dans le sac vitellin 0,2 ml 
de liquide Z 47 et dans le sac amniotique 0,1 ml du méme inoculat 
dilué de 10—* a 10-8, en recueillant les liquides amniotiques et 
allantoiques et en les mélangeant, nous obtenons les résultats 
suivants (voir tableau V) : 

Des résultats plus satisfaisants étaient done oneets en parti- 
culier avec la dilution 10-°. 


Mais, en outre, il apparaissait nettement, ce que nous avions 
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TaBLEAU Y, 


INOCULATION DANS LE SAC DU JAUNE 
de 0 2 ml 4 10~° et dans le sac amniotique de 0,1 ml a : 


SERUMS 
de référence 


LOS. AO 1058 


Z 57 II Z 59 B Z 58 D Z 59 D 


Lapin 15 340 (titre 64). . . 32 32 
Cobaye 112 412 (titre 128). 32 


précédemment noté d’ailleurs, que les meilleurs antigénes étaient 
constitués par des liquides recueillis sur des ceufs morts, alors 
que ceux provenant d’ceufs vivants étaient nettement inférieurs. 
En outre, le liquide amniotique en cas d’inoculation combinée 
amnios-sac vitellin fournissait un antigéne meilleur que le liquide 
allantoique (vow tableau VI). 


TasLeau VI. 


ANTIGENE Z 58 OBTENU PAR INOCULATION 
du liquide Z 47 dans le sac vitellin (10~-°) 
et dans le sac amniotique (10 ~ §) 


SERUMS DE REFERENCE 


Z 58 A 


Z 58 B 


Z58 C 


Z 58 D 


Liquide 
allantoique 
d’ceuf vivant 


Liquide 
allantoique 
dceuf mort 


Liquide 
amniotique 
d’ceuf vivant 


Liquide 
amniotique 
d’ceuf mort 


32 64 
428 


Lapin 13 340 (titre 56). . 16 
Cobaye 4112 412 (titre 128). 32 64 


Une autre expérience donnait des résultats comparables ct 
confirmait la supériorité du liquide amniotique sur le liquide 
allantoique. Ainsi l’antigéne Z 59, obtenu comme le précédent, 
donnait avec le sérum de Japin 15310 (titre 64) pour le liquide 
allantoique 16, pour le liquide amniotique 64. 

Nous devions alors nous arréter 4 la formule suivante pour 
Vinoculat Z 47: dans le sac amniotique, 0,1 ml dilué a 10-°; 
dans le sac vitellin, 0,2 ml dilué a 10—*. Au cours de ces essais, 
comme des suivants, nous mélangions la récolte des liquides 
amniotiques et allantoiques, Nous avons alors obtenu les résultats 
suivants (tableau VII) : 


Annales de UInstitut Pasteur, 


(Se) 
rg 


ta692) 0°90, L9DD% 
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TasLeau VII. 


ANTIGENES 


SERUMS DE REFERENCE Z 60 7 65 C 265 D Z% 66 


Pur | 1/2} 1/4 | Pur} 1/2 | 1/4 | Pur] 1/2 | 1/4 Pur| 1/2 | 1/4 


—— eee 


Sérum fapin 419 287 (titre 64). . 
Sérum apa 4 919 (titre 128). 6% | 128] 64 |428 |128 | 64 | 64 | 128) 128 
Sérum lapin 64 264 (titre 128) .) 128} 64 32 | 32| 64| 6&| 64] 64) 16] 32) 64) 32 


On notera, outre l’obtention d’antigénes satisfaisants, 1’ex1s- 
tence de phénoménes de zone que l’on retrouve dans le travail 
d’Hayward [45]. On voudra bien remarquer aussi que cet auteur 
appréciait la valeur de ses antigénes en les titrant en présence 
d’un sérum humain qui fixait encore le complément dilué au 1/16 
et qu’elle employait au 1/8, tandis que nos tableaux indiquent la 
dilution maxima de sérum de référence d’origine animale qui 
donne encore une fixation nette (hémolyse +++, c’est-A-dire 
inférieure ou au plus égale 4 25 p. 100). 

Des essais ont été effectués avec, comme inoculat, un mélange 
de liquides allantoiques et amniotiques lyophilisés (Z 67) obtenus 
a partir d’ceufs infectés par double inoculation amniotique et 
vitelline avec lVinoculat Z 47, 


Cet inoculat Z 67 donnait des Iésions nettes (30 lésions punctiformes) 
sur M.C. A. inoculée avec 0,1 ml de la dilution 10—7 (essai Z68 et 
Z70). Aprés inoculation dans le sac vitellin, on obtenait des antigénes 
convenables mais de valeur inégale. Aprés double inoculation, amnio- 
tique et vitelline, on recueillait des liquides amniotiques et allan- 
toiques dont le mélange fournissait des antigénes satisfaisants. Tel 
Vantigéne Z69 donnant avec le sérum de lapin L1919 dilué A 1/256 
une fixation 75 p. 100, qu’il soit employé pur ou dilué 4 1/2 ou au 1/4. 


* 
**& 


RECHERCHES DES FACTEURS POUVANT INFLUENCER 
LA QUALITE DES ANTIGENES. 


Nous avons tenté de préciser si certaines modalités, non seu- 
lement d’inoculation, mais aussi de récolte pouvaient avoir une 
influence sur la valeur des antigénes. 

Les inoculats peuvent étre conservés A — 25° —30° pendant 
plusieurs mois, tel notre inoculat Z 47 qui garde son titre infec- 
eux & peu prés inchangé aprés dix-neuf mois, mais on peut 
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aussi les lyophiliser et notre inoculat Z 67 a gardé son titre 
infectieux aprés neuf mois. 


I} ne semble pas que les diluants aient un role important. Nous 
avons employé successivement : la solution de jaune d’ceuf 4 1 p. 100 
dans l’eau salée physiologique ; le mélange eau salée physiologique 
avec 20 p. 100 de bouillon Difco (bacto-peptone) ; la solution tam- 
ponnée 4 la gélatine de Scott (voir référence 8, p. 221); le sérum 
de lapin 4 10 p. 100 dans l’eau salée physiologique. C’est cette der- 
niére formule que nous avons adoptée pour la plupart de nos essais. 


On ne saurait trop insister sur un facteur qui a déja été 
signalé, mais auquel on n’a peut-étre pas prété une attention 
suffisante : la méthode de dilution. 


Il n’est pas douteux que le fait d’utiliser la méme pipette pour 
effectuer les dilutions successives (de 10-1! 4 10—1!? par exemple) et la 
méme seringue pour les inoculations en commengant par la dilution 
la plus élevée, donne des résultats trés différents de ceux obtenus en 
changeant de pipette pour chaque dilution (10-1, 10-?, etc.) et en 
inoculant chaque dilution avec une seringue spéciale. 


Nous devons reconnaitre que les résultats ci-dessus rapportés 
correspondent a des dilutions effectuées avec la méme pipette et 
inoculés avec la méme seringue. Or, lorsque nous avons contrélé 
le titre infectieux en changeant de pipette et de seringue, les 
résultats ont été trés différents, ainsi qu’il ressort du tableau VIII. 

Quelle que soit la dilution employée d’ailleurs, il y a intérét 
4 ne pas provoquer trop rapidement la mort des embryons, ct 


TasLeav VIII. 


POURCENTAGR D’tMBRYONS MORTS EN 14 JOURS 
aprés inoculation de Z 47 aux dilutions a : 
10-8 | 10-5 | 10-6} 40-7 | 10-8} 10-9 /10 -19 19-1 | 10-42 

4) Sans changer de 

pipette ni de se- 

ringue : 

YAR EOS, or aoe eC 100 4100 70 

ZG reine aes 100 | 100 100 

VA ARS ae Sore Se AMD 100 400 | 100 57 83 | 62 

VA LT ee lee ceeot paar 400 | 400 | 400 62 | 400 
2) En changeant de 

pipette et de se- 

ringue : 

Si st kG Ape 100 | 83 50 44 

Zieldmene ye kee 400 | 83 62 40 
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des résultats plus constants ont été obtenus avec des ceuls dont 
Vembryon était mort trois jours ou plus aprés Vinoculation. 

Il semble done qu’il y ait un optimum a rechercher dans le 
développement des virus, optimum sur lequel Scott [4] a attiré 
l’attention dans une trés intéressante étude. 

En ce qui concerne le mode de prélévement, nous avons déja 
indiqué, mais nous croyons devoir le rappeler 4 nouveau, l'impor- 
tance du prélévement de liquides d’ceufs morts. C'est la technique 
qu’adoptait Hayward [45]. Par contre Gajdusek [8] prélevait les 
liquides de tous les ceufs inoculés & embryons encore vivants 
quand la mortalité avait atteint 25 p. 100. C’est peut-étre la une 
des raisons qui expliquent certains résultats ayant conduit cet 
auteur a changer de méthode et a infecter les ceufs dans le sac 
vitellin plutot que dans la cavité amniotique comme il l’avait 
décrit initialement. I] est possible d’ailleurs que, dans les condi- 
tions dans lesquelles il opérait, les ceufs vivants qu’il prélevait 
aient été proches de la mort et que cette proximilé, plus ou moins 
grande, ait conditionné la concentration du virus dans les liquides 
amniotiques ou allantoiques. 

Nous avons étudié Vinfluence de la conservation des ceufs a 35° 
(durée de séjour a lVétuve aprés mort de Vembryon qu'il est 
difficile de modifier en pratique sauf A mirer les ceufs pendant ia 
nuit plusieurs fois). Cela ne semble pas jouer de réle notable. 

Mais nous avons constaté que l’on pouvait sans inconvénient 
conserver les ceufs morts a 0° + 4° pendant quatre jours avant 
le prélévement des liquides. Ceci a son importance dans la 
pratique puisqu’on peut stocker les ceufs morts au fur et 4 mesure 
de apparition des décés chez les embryons et effectuer le prélé- 
vement sur un lot important avant de le mélanger. 

Les liquides allantoiques et amniotiques ont toujours été 
mélangés dans les trois 4 six heures qui suivaient les récoltes 


et immédiatement placés au congélateur 4 — 25° — 30°. 
Jawetz et coll. [48] avaient montré que le titre infectieux pou- 
vait demeurer inchangé au moins dix semaines 4 — 35°. En ce 


qui nous concerne, nous avons pu garder des antigénes dont le 
litre est demeuré inchangé pendant cing mois (Z 60 C) et méme 
dix mois (Z 66). 

Nous croyons devoir noter aussi que le titrage des antigénes 
en présence de sérums de référence obtenus expérimentalement 
chez Vanimal nous parait plus rigoureux que celui pratiqué en 
utilisant des sérums humains. 

Nous devons signaler la plus grande difficulté de reproducti- 
bilité de la réaction de fixation du complément pour le diagnostic 
de Vinfection herpétique ; alors que pour beaucoup d’autres virus 
on peut retrouver exactement pendant plusieurs mois les titres 
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iniiaux, pour Vherpés on peut observer des variations assez 
notables d’une réaction a l’autre. 

Il est nécessaire d’engager dans chaque réaction un sérum 
d’animal normal ne fixant pas le complément, mais il ne parait 
pas indispensable de controler chaque sérum a expertiser en pré- 
sence de mélanges de liquides amniotiques et allantoiques 
normaux, lesquels ne provoquent pas la fixation du complément 
comme nous l’avons vérifié pour de nombreux sérums. 

Peut-étre n’avons-nous pas décelé tous les facteurs qui peuvent 
intervenir pour modifier les résultats. Nous ne saurons prétendre 
avoir résolu entiérement les problémes que pose la réaction de 
fixation du complément, mais en tenant compte non seulement 
des faits publiés (tel le travail récent de Holzel et coll. [49] signa- 
lant les résultats irréguliers obtenus avec les liquides amniotiques 
et allantoiques), mais aussi des entretiens que nous avons pu 
avoir avec d’autres chercheurs, nous faisant part des difficultés 
qu’ils rencontraient, nous avons pensé qu’il pouvait étre de 
quelque intérét de rapporter dés maintenant les résultats de nos 
observations. 


DiIscUSSION ET CONCLUSIONS. 


Le virus herpétique ayant été isolé et daiment identifié depuis 
longtemps, sa biologie, ainsi que la pathogénie et l’immunologie 
de l’infection herpétique chez homme ayant fait l’objet de nom- 
breuses études, on peut s’étonner des discussions auxquelles 
a donné leu la réaction de fixation du complément, cependant 
longuement et utilement employée pour le diagnostic d'autres 
infections. C’est ainsi que d’importants travaux récents ont été 
consacrés 4 ce probléme. 

Les difficultés que nous avons rencontrées et aussi le fait que 
plusieurs auteurs ont élé amenés a modifier leur maniére de voir, 
apres la publication de travaux paraissant mettre au point une 
technique sire, nous ont incités a rapporter les résultats de nos 
recherches. 

Parmi ceux que nous résumerons ci-dessous figurent des 
notions déja acquises, mais sur lesquelles il n’est peut-étre pas 
inutile d’insister, et d’autres que nous croyons avoir mis en 
évidence. 

S’il est possible d’obtenir, dans certaines conditions, des anti- 
génes satisfaisants en utilisant des broyats de membranes chorio- 
allantoidiennes infectées et trailées par différents procédés, en 
particulier les congélations et décongélations successives, leur 
qualité varie souvent dans de notables proportions et surtout 
toutes les réactions doivent étre contrdlées en utilisant un broyat 
de membrane chorio-allantoidienne non infectée, les sérums de 
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sujels dils normaux pouvant fixer le complément en présence de 
ces derniéres. oe 

Il semble de beaucoup préférable d’employer les liquides 
amniotiques et allantoiques d’ceufs inoculés dans le sac vitellin 
ou amniotique avec lesquels on n’a pas a redouter cet inconvenient. 

Il convient d’utiliser une souche entrainée 4 se développer dans 
ces cavités de l’couf embryonné, cette adaptation étant facilement 
obtenue pour la plupart des souches. Nous avons utilisé surtout 
pour nos recherches la souche Z de Gajdusek [8]. Les inoculats 
constitués par des mélanges de liquides amniotiques et allan- 
toiques peuvent ¢étre conservés congelés a — 20° — 30° et 
gardent leur pouvoir infectant 4 peu prés inchangé pendant dix- 
neuf mois (tel notre inoculat Z 47). On peut aussi les lyophiliser 
et ils conservent leur pouvoir infectant au moins neuf mois (tel 
notre inoculat Z 67). 

Pour obtenir de bons résultats, il parait nécessaire d’employer 
des inoculats ayant un titre infectieux élevé. Il doit pouvoir 
donner des lésions confluentes sur membrane chorio-allantoidienne 
4 la dilution 10—-* au moins et de préférence 10—’, et provoquer 
la mort de 50 p. 100 au moins des embryons aprés inoculation 
dans le sac vitellin de 0,2 ml du produit dilué a 10—. 

L’attention doit étre attirée a4 nouveau sur les différences consi- 
dérables observées dans le titre infectieux des liquides utilisés 
selon que les dilutions successives (de 10 en 10 par exemple) sont 
faites avec la méme pipette ou avec une pipette différente pour 
chaque dilution. Le méme inoculat dilué a 10—°, sans changer 
de pipette, provoque encore la mort de 100 p. 100 des embryons et 
de 62 p. 100 a la dilution 107°, alors qu’il n’en tue que 83 p. 100 
a la dilution 10— et 50 p. 100 aA 10-7 lorsque Jl’inoculation 
est effectuée en changeant les pipettes pour chaque dilution. Dans 
un second titrage nous avons pu établir le titre infectieux 
50 p. 100 des ceufs, apprécié par la mortalité des embryons aprés 
inoculation de 0,2 ml dilué & 10-7. 

On peut obtenir de bons antigénes en injectant l’inoculat dans 
le sac vitellin, mais ils sont meilleurs et de valeur plus constante 
Jorsqu’on inocule chaque ceuf de 7 jours, d’une part dans le sac 
vitellin et d’autre part dans le sac amniotique. La dilution de 
Vinoculat ayant été choisie comme il a été indiqué ci-dessus, il 
y a intérét a n’utiliser que les ceufs morts aprés le troisiéme jour 
de Vinoculation. 

On oblient de bien meilleurs résultats en prélevant les liquides 
ammiotiques et allantoiques d’ceufs morts. Il est sans importance 
notable quwils aient séjourné quelques heures et méme une nuit 
a 80°. On cherchera cependant a réduire au minimuin ce séjour 
apres la mort, ce qui est possible en mirant les ceufs trois fois 
ou méme quatre fois par jour, sans effectuer de contréle la nuit. 
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On peut sans aucun inconvénient stocker les coufs morts 
a 0°+4° pendant quatre jours. 

‘Les liquides amniotiques et allantoiques seront, sans contrdéle 
préalable de la stérilité, mélangés et congelés le plus rapidement 
possible (au maximum six heures aprés la récolte), puis conservés 
a — 25° — 30°. Ces mélanges constitueront des antigénes qui 
pourront conserver leurs qualités pendant au moins neuf mois. 

Le titrage des antigénes devra étre effectué de préférence en 
présence de sérums de référence provenant d’animaux immunisés 
(lapis ou cobayes), ce qui n’exclut pas d’ailleurs un titrage en 
présence de sérum d’homme, sérum contenant des anticorps 
aprés infection spontanée. Le titrage sera effectué par la méthode 
de Boerner et Luckens. 

Pour les réactions de fixation du complément on devra utiliser 
un antigéne a une dilution deux fois moindre (deux unités) que 
celle qui permet la fixation en présence d’un sérum de référence. 

Les nombreux facteurs qui peuvent intervenir pour modifier les 
résultats obtenus expliquent les divergences constatées dans les 
divers travaux publiés et en particulier les réserves faites par 
des spécialistes de ces problémes, et spécialement Scott [41, 2], 
quant a la valeur de la réaction de fixation du complément. 

Nous rapporterons prochainement les résultats des recherches 
que nous avons effectuées chez ’homme avec cette réaction en 
utilisant les antigénes préparés avec la méthode précédemment 
indiquée. 


Resume. 


Nous nous sommes proposé d’étudier les modalités de prépa- 
ration d’antigénes destinés a la mise en ceuvre de la réaction de 
fixation du complément chez homme pour le diagnostic de 
Vinfection herpétique, en tenant compte des difficultés ren- 
contrées par plusieurs expérimentateurs et par nous-mémes. 

Les antigénes les meilleurs et les plus commodes 4 employer 
dans la pratique courante nous paraissent étre constitués par les 
mélanges de liquides amniotiques et allantoiques d’ceufs infectés 
par inoculation du méme mélange dont le pouvoir infectieux 
(contrélé par appréciation des lésions de Ja membrane chorio- 
allantoidienne et par provocation de la mort des embryons aprés 
injection dans le sac vitellin) doit étre élevé. 

Il est préférable d’injecter 4 chaque ceuf l’inoculat dans le sac 
du jaune et-dans le sac ammiotique et de recueillir les liquides 
allantoiques et amniotiques des ceufs morts, aprés plus de trois 
jours, ces ceufs pouvant étre stockés pendant quatre jours a 0°+ 4°. 
Ces antigénes congelés a — 25° ou plus peuvent se conserver 
pendant dix mois au moins. 
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Utilisés aprés titrage en présence de sérum de référence 
d’animaux expérimentalement infectés et aussi d’hommes immu- 
nisés par infection spontanée et A condition d’introduire dans 
la réaction deux unités d’antigéne, ils donnent des résultats satis- 
faisants. Nous rapporterons prochainement ceux que nous avons 
obtenus au cours d’une enquéte sur l’infection herpétique. 
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PRESENCE DE H. CAPSULATUM DANS LE SOL GUYANAIS 


par H. FLOCH et J. ANDRE (*). 


(Institut Pasteur de la Guyane Frangaise et de I’Inini) 


Nous avons poursuivi durant l’année 1954 notre étude com- 
mencée en 1952 sur lV’histoplasmose en Guyane Frangaise. 

Les tests cutanés a l’histoplasmine (reconnus spécifiques) nous 
ont déja permis de conclure qu’un tiers environ de la population 
guyanaise s’est trouvée en contact avec H. capsulatum [4}. 

I] nous a d’ailleurs été possible, dans un cas de pseudo-maladie 
de Banti, de faire sur des frottis de moelle osseuse le diagnostic 
d’histoplasmose généralisée, sans toutefois obtenir de culture du 
champignon pathogéne {2}. 

Les questions encore soulevées par lVhistoplasmose sont nom- 
breuses. 

L’une, qui mérite d’étre étudiée, est celle du réservoir du 
virus dans la nature. 

‘La plupart des auteurs considérent les diverses espéces ani- 
males sensibles a la maladie comme étant seulement des victimes 
de l’infection au méme titre que homme et cherchent dans !e 
sol la solution du probléme du réservoir du virus. Cette concep- 
tion a surtout été développée par Zeidberg et ses collaborateurs 
qui ont entrepris 4 ce sujet, en 1951, une expérimentation impor- 
tante dans l’Etat de Tennessee aux U.S. A. [8]. 


* 
xk 


Nous inspirant des travaux effectués par les auteurs améri- 
cains, nous avons entrepris |’étude dont nous allons maintenant 
parier et donner les résultats. 

Du moment que la Guyane frangaise se trouvait sans discus- 
sion possible dans le domaine géographique de l’histoplasmose, 
nous devions, en effet, pouvoir isoler le champignon pathogene 
en notre déparlement sud-américain. 

Dans ce but, 160 échantillons de terre ont été recueillis, non 
seulement A Cayenne, mais aussi en différents points de la zone 
cotiére habitée de la Guyane. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1955. 
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Ces prélévements, pour augmenter nos chances de succés, ont 
été effectués en tenant compte le plus possible des facteurs 
signalés jusqu’a présent comme étant susceptibles d’influencer 
favorablement la positivité des résultats. 

Toutes les terres faisant l’objet de notre enquéle provenaient 
Wabord de poulaillers couverts, car si Zeidberg et ses collabo- 
rateurs ont obtenu 3,7 p. 100 d’isolement de H. capsulatum dans 
leur enquéte générale, ils ont atleint le pourcentage de 14 p. 100 
dans les poulaillers [8]. 

Ensuite, chaque fois qu’il était possible, les prélévements ont 
élé faits dans un endroit humide des poulaillers, comme l’a 
conseillé Zeidberg [4], ou prés de trous de rats, Emmons ayant 
signalé le voisinage de ces trous comme favorable (en dehors 
de toute question de poulaillers d’ailleurs) a la positivité des 
résultats d’ensemencements [5]. 

Les 110 premiers échantillons recueillis ont été injectés a des 
souris blanches, les 50 autres A des rats blancs, en utilisant la 
technique suivante : 

1° Faire un mélange a parties égales de deux terres (5 cm* 
+ 5 em): 

2° Verser ces 10 cm’ de terre dans 30 cm* d’eau physiologique 
siérile, agiter énergiquement, laisser reposer pendant une heure ; 

38° Dissoudre 500000 U de pénicilline dans 25 cm* d’eau 
physiologique ; c’est la solution A (10000 U par centimétre cube) 
qui peut se conserver au frigidaire pendant plusieurs semaines ; 

4° Dissoudre 1 g de streptomycine dans 20 cm* d’eau_ physio- 
logique, mettre 1 cm* de cette solution dans 50 cm* d’eau physio- 
logique ; c’est la solution B (1 mg par centimétre cube) qui se 
conserve dans les mémes conditions que la solution de pénicilline ; 

5° Injecter par voie intrapéritonéale, A chaque souris, 1 cm® et 
a chaqne rat, 1,25 cm* du liquide surnageant le dépét de terre 
aprés agitation et repos, additionné de 0,50 «m* (pour les souris) 
ou de 0,75 cm® (pour les rats) d’un mélange a parties égales des 
solutions A et B. 

6° Injecter sous la peau 1 cm* de la solution A et 1 cm* de la 
solution B a chaque souris, et 1,5 em* de chacune de ces solutions 
a chaque rat, pendant cing jours ; 

7° Préparer la gélose glucosée de Sabouraud ; 

oe Sacrifier les animaux d’expérience huit semaines environ 
aprés inoculation ; 

9° Ensemencer deux fragments de rate et un fragment de foie 
prélevés 4 la pipette Pasteur, sur une gélose de Sabouraud : faire 
meuber quatre Semaines 4 25° ou a la température du laboratoire ; 

10° En méme temps, faire des frottis de foie et de rate des ani- 


maux sacrifiés pour la recherche directe (coloration au Giemsa) 
de H, capsulatum, 
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Nous avons été génés au début de notre expérimentation par !a 
mortalité relativement élevée de nos souris lorsque nous injections 
par la voie intrapéritonéale 1 cm* de liquide surnageant la terre 
mise préalablement en suspension. 

A plusieurs reprises, le traitement par la pénicilline et la strepto- 
mycine a, en effet, sélectionné chez nos animaux d’expérience un 
B. prodigiosus résistant a ces deux antibiotiques et responsable 
d’infections mortelles (infections intestinales et septicémies). 

Cette mortalité s’est trouvée réduite dans des proportions consi- 
dérables lorsque nous avons ajouté systématiquement au moment 
de Vinoculation, dans la seringue contenant, déja, la suspension 
de terre, un mélange a parties égales des solutions A et B, sous 
un volume de 0,5 cm® (2 500 U de pénicilline et 0,25 mg de strepto- 
mycine) pour les souris et 0,75 cm* (3500 U de pénicilline et 
0,37 mg de streptomycine) pour les rats. 

Les animaux ont été sacrifiés sept A onze semaines plus tard ; 
6 souris et 1 rat nous ont donné un résultat positif, tant a l’examen 
direct qu’a la culture du foie comme de la rate. 


x 
x* 


Les histoplasmes que nous avons rencontrés, en général nom- 
breux sur les frottis, ont un aspect caractéristique et ne peuvent 
étre confondus ni avec de quelconques grains de pigments, ni avec 
d’autres champignons plus ou moins banaux. I] nous a été souvent 
possible de reconnaitre sur un méme frottis deux groupes d’élé- 
ments d’aspect assez différent (fig. 1) : 

a) Le plus souvent, il s’agit de corps d’une forme trés régulié- 
rement ovalaire, dont le grand diamétre est de 3 a 4 w en moyenne, 
entourés d’une capsule réfringente trés nettement visible ; ces 
éléments sont rarement isolés, mais le plus souvent disposés en 
amas plus ou moins importants ; ils sont en général assez mal 
colorés par le Giemsa. 

b) Indépendamment de ces formes typiques de H. capsulatum 
existent aussi des amas, moins nombreux et moins importants, 
d’éléments cellulaires dont les dimensions sont trés sensiblement 
plus grandes que les précédentes : 8 4 10 » de diamétre ; ces histo- 
plasmes sont de forme bien arrondie et sont entourés d’une épaisse 
capsule 4 double contour de 1 a 2 »; leur partie centrale, en 
général, est trés nettement colorée. 

Sur gélose glucosée de Sabouraud, nous avons obtenu, chaque 
fois dans un délai de huit 4 dix jours, des cultures de la phase 
mycélienne ; duvet blanc, devenant brunatre sur les bords et 
montrant en abondance par examens de prélévements entre lame 
et lamelle, a cdté de microconidies et de macroconidies 
lisses, les caractéristiques chlamydospores échinulées, couvertes 


Fic. 1. — Histoplasma capsulatum isolé du sol en Guyane Frangaise. 
Frottis coloré au Giemsa de foie de souris inoculée (Gross. 800). 


Fie, 2. — Histoplasma capsulatum isolé du sol en Guyane Trancaise. 
Culture sur milieu glucosé de Sabouraud (Gross. 500). 
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d’excroissances irréguliéres ; ces chlamydospores, de taille trés 
différente, sont toutes parfaitement rondes (fig. 2). 

Certains de ces caractéres de nos histoplasmes rappellent les 
descriptions données en Afrique par R. Vanbreuseghem de Histo- 
plasma duboisii [6]. Nous considérons, cependant, que c’est bien 
fl. capsulatum que nous avons isolé du sol de Guyane, ce qui 
est d’ailleurs l’avis de R. Vanbreuseghem lui-méme. 


* 
kk 


Nos résultats, que nous allons maintenant discuter, sont 
résumés dans les deux tableaux ci-joints. 


Tasrrau I. — Taux de positivité (H. capsulatum) 
selon l’origine géographique des échantillons de terre. 


H. capsulatum 1so.és 
ORIGINE DES ECHANTILLONS SD sede 
des échantillons 
Nombre p- 100 
CavennOe-m-n cl srmeco te: tas) ae 98 2 2 
llemdexCayenne: 8% 025 es = « « 42 4 8 
Montsinéry-Tonnégrande ..... 9 4 41 
Route Nationale Ne41........ 44 3 7 
460 u 4 


Les travaux de Zeidberg, dans le Tennessee, ont abouti a la 
conclusion que les terres de certaines régions constituent un 
milieu de culture plus favorable que d’autres au développement 
de H. capsulatum ; il s’agit en général de sols superficiels, 
acides, peu perméables, ne contenant que peu de maliéres orga- 
niques. 

Ces constatations semblent étre a priori en contradiction avec 
nos propres observations, puisque tous nos échantillons positils 
sont du type sablonneux (comme diailleurs 93 p. 100 de 
l'ensemble de nos prélévements). En fait, la contradiction n’est 
qu’apparente, car nous avons classé nos terres d’aprés l’aspect 
des échantillons eux-mémes, sans tenir compte des caractéres 
du sol immédiatement sous-jacent. Or, le sol de notre départe- 
ment, tout comme celui de l’ensemble nord-est du continent sud- 
américain, est a classer dans le type « red-yellow podzolic », 
et Zeidberg a justement insisté [7] sur le fait que c’était dans les 
régions présentant ce type de sol qu’on constatait habituellement 
les taux les plus élevés de tests positifs a l’histoplasmine. 
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Tanueav Il. — Garactéres généraux des échantillons de terre positifs 
(H, capsulatum). 
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Souris 


Souris 


Souris 


Souris 
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(poulaillers couverts) 


Cayenne 
Cayenne 


Cayenne 
Macouria 


Macouria 
Macouria 
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Petit Cayenne 


Humidité 
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sablonneux 
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sablonneux 


sablonneux 
sablonneux 


sablonneux 


sablonneux 


sablonneux 


sablonne:.x 


sablonneux 


aioe | 
Peper SVE) 


Hat sablonneux 


Montsinéry 


Nos tableaux ne mettent pas non plus en évidence le caractére 
primordial de l’humidité. Mais, en Guyane, pays équatorial, 
done essentiellement humide, la notion de sécheresse ne peut étre 
que toute relative, puisque le degré hygrométrique ne descend 
jamais au-dessous de 80 p. 100. 

C’est un fait que la plupart des auteurs qui se sont occupés 
du probleme de l’histoplasmose, comme Furcolow [8], Beaden- 
kopf [9], Mochi [40] et Turcker [44], ont insisté, aprés Zeidberg, 
sur l’importance de ce facteur humidité. Les moyennes annuelles 
des précipitations, les inondations des terres basses par les crues 
de riviéres, etc., sont mises en avant, d’une facon ou d’une 
autre, par ces auteurs pour essayer d’expliquer la distribution 
géographique de la sensibilité a Vhistoplasmine. 

Nous devons d’ailleurs remarquer que, a une exception prés, 
tous nos résultats positifs ont été oblenus a partir de 110 terres 
recueillies et inoculées en juillet (fin de la saison des pluies), 
alors que les 50 terres inoculées a des rats pendant le mois d’aout 
(début de la saison séche) n’ont donné qu’un résultat positif. 
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Si nous pensons que la moins grande sensibilité du rat 4 l’histo- 
plasmose peut suffire 4 expliquer ce fait, nous n’éliminons pas 
cependant, dans le cas particulier, le roéle de la sécheresse rela- 
tive. 

Au sujet de la question des prélévements effectués auprés des 
trous de rats, nos constatations sont des plus intéressantes : 
9 prélévements ont été effectués auprés de ces trous, nous en 
avons obtenu 3 échantillons suspects (83 p. 100), tandis que des 
140 prélévements pratiqués en l’absence de ces trous de rails 
nous ne pouvons distinguer que 11 échantillons intéressants. 

Nous devons souligner que, pour calculer les taux de positivité 
du tableau I, nous avons supposé que chaque animal positif pour 
H. capsulatum représentait seulement un échantillon infectant. 
Mais si l’on tient compte du fait que tous les animaux d’expérience 
ont été inoculés avec un mélange de deux terres, le nombre de 
nos prélévements positifs est en réalité au moins de 7 et au plus 
de 14, ce qui nous donne un pourcentage réel de positivité compris 
entre 4,3 p. 100 et 8,7 p. 100, pourcentage réel bien plus prés 
d’ailleurs du taux le plus faible que du taux le plus élevé du fait 
du calcul des probabilités, ce qui fait qu’en estimant a 5 p. 100, 
approximativement, le pourcentage de nos isolements de H. capsu- 
latum des terres de Guyane, nous sommes certainement trés 
proches de la vérité. 

righ 

Dans le but de préciser nos résultats, nous avons repris les 
14 terres correspondant aux 7 inoculations positives ; chacune de 
ces terres a été injectée séparément a 1 rat et 4 1 souris qui ont 
été sacrifiés aprés dix semaines et leurs organes, foie et rate, 
ensemencés comme précédemment. 

Les résultats de cette deuxiéme série d’expériences ont été 
assez décevants, puisque 1 rat et 1 souris seulement se sont 
trouvés infectés. 

Quelles sont les raisons (qu’il ne manque certainement pas 
d’intérét de rechercher) de cet échec apparent ? 

Depuis la date du prélévement de nos échantillons jusqu’a celle 
de la deuxiéme inoculation, il s’est écoulé trois mois environ. 
Pendant tout ce temps, les terres ont été conservées sans précau- 
tions particuliéres dans une armoire du laboratoire, dans un 
emballage en papier. 

Quels sont les facteurs qui ont pu intervenir pour provoquer 
la stérilisation apparente de 5 terres au moins sur 7 (soit 
70 p. 100) ? 

I] faut d’abord remarquer que le mode de stockage de nos terres 
a VPabri de ’humidité (relativement) n’était, on l’admet, pas favo- 
rable a la conservation de la vitalité des histoplasmes. En effet, 
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tous nos échantillons de terre, prélevés 4 la fin de la saison 
humide ou au début de la saison séche, ont été conservés pendant 
les mois d’aodt, septembre, octobre et début novembre qui sont 
non seulement les plus chauds, mais aussi les plus secs de l’année. 
On peut alors supposer que les champignons pathogénes présents 
initialement dans les échantillons infectants s’y sont au moins 
raréfiés, & un point tel que l’inoculation a l’animal d’expérience 
soit devenue négative. 

Mais il faut aussi souligner le défaut de sensibiliié de la 
méthode. 

C’est un fait que Salvin n’a jamais obtenu, en injectant a des 
souris des quantités variables d’histoplasmes, 100 p. 100 de 
positivité des cultures d’organes. Suivant, par exemple, que l’on 
injecte a la souris, par voie intrapéritonéale, 10 ou 1 000 H. capsu- 
latum, le taux de positivité des organes varie, aprés onze semaines, 
entre 40 et 80 p. 100 [42]. 

On aurait pu espérer que l'étude sérologique des animaux 
d’expérience (déviation du complément ou réaction de précipi- 
tation) mettrait a la disposition des chercheurs une méthode plus 
sensible de diagnostic de l’histoplasmose expérimentale des souris 
et des rats, mais les résultats rapportés par le méme auteur a ce 
sujet ne sont guére encourageants. 

Mais, toujours d’aprés Salvin, le hamster doré de Syrie serait 
dune telle sensibilité a Vhistoplasmose qu’il devrait étre considéré 
comme l’animal de choix dans les études expérimentales sur cette 
infection. Rappelons d’ailleurs que cette grande récepltivité du 
hamster doré a l’histoplasmose a été signalée dés 1952 par 
Drouhet et Segretain [413]. 


Retsums&. CONCLUSIONS. 


Nous avons poursuivi l’enquéte épidémiologique que nous avons 
commencée en 1952 sur l’histoplasmose, sa présence et son 
importance en Guyane Frangaise. 

Nous avons cette fois inoculé a des souris et A des rats des 
échantillons de 160 terres de poulaillers prélevées autant que 
possible au voisinage de trous de rats ou dans des recoins 
humides. 

Ces terres recueillies en différentes régions de la Guyane ont 
élé inoculées dans le but de voir s’il allait se développer chez ces 
animaux de laboratoire une histoplasmose expérimentale. 

Nous cherchimes & mettre celle-ci en évidence, dix A onze 
semaines plus tard, par la recherche de H. capsulatum dans 
des frottis de foie et de rate colorés au Giemsa et surtout par 


? , r > 
lensemencement sur gélose glucosée de Sabouraud, de fragments 
de ces mémes organes. 
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Sept souches de H. capsulatum ont été obtenues de cette facon 
a partir d’échantillons de terre de provenances géographiques 
diverses. H. capsulatum est bien présent dans le sol de toute la 
région cdtiére guyanaise. 

L’importance relative des divers facteurs signalés comme favo- 
rables a l’isolement de Histoplasma capsulatum est discutée. 

Le voisinage des trous de rats parait parliculigrement propice. 

Le réle de ’humidité, généralement admis, ne peut étre, d’aprés 
nos observations, ni affirmé, ni infirmé ; nous restons persuadés 
de son importance. 

Le rat blanc nous parait nettement moins sensible que la souris 
blanche, mais peut cependant étre utilisé pour l’isolement 
ad’H. capsulatum. 

L’utilité d’un animal de laboratoire particuliérement sensible 
& l’histoplasmose (le hamster doré) n’en est pas moins grande. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE BACTERIOLOGIQUE 
DE L’AIR A PARIS 


(PREMIERE PARTIR) 


par ALbert BESSON, Jean DESBORDES, Operte ROSENSTOCK 
Jean PELLETIER et Cnartes GUYOTJEANNIN (°*). 


(Laboratoire de la Consultation de Médecine de l’Hépital Brous- 
sais [Service du professeur agrégé P. Miruiez, J. DesBorpEs, 
chef de laboratoire] et Laboratoire d’Hygiéne de la Ville de 
Paris [D™ A. Besson, directeur; O. Rosenstock, chef de 
laboratoire].) 


Au moment ot le probléme de la pollution chimique de |’atmo- 
sphére des agglomérations trouve un regain d’actualité, il nous 
a semblé utile, parallélement, d’étudier 4 nouveau le degré de 
pollution bactériologique d’une grande cité comme Paris. 

Les recherches sur la pollution bactériologique des atmosphéres 
ont déja fait dans le passé l’objet de nombreux travaux : 

Depuis 1830 (Ehrenberg {4]), 1832 (Gaultier de Claubry [2]), 1854 
(Thompson [43]), 1872 (Smith [42}), 1862 (Louis Pasteur {8]), 1870 
(Maddox [4]), etc., de nombreux auteurs ont montré l’existence 
de « spores cryptogamiques » et « microorganismes » dans lair. 
Les travaux de Miquel [5] de 1880 4 1906, puis de Sartory et 
Langlais [44] en 1909-1911, sont particuliérement détaillés en ce 
qui concerne l’air de Paris. 

Cependant, un petit nombre seulement d’études (en général 
anglo-saxonnes) se référent a cette question dans la bibliographie 
récente (8, 6, 7, 9, 40}. 

C’est pourquoi il nous a paru intéressant de présenter aujour- 
d’hui quelques résultats obtenus au cours de ces derniers mois 
et d’effectuer certaines comparaisons entre l’examen_ bactériolo- 
gique de lair des rues de Paris entre 1888-1899 et 1909-1911 
dune part, et 1955 d’autre part. 


I. — TEcHNIQUE. 


A. L’appareil de Bourdillon (Casella-Londres) est l’instrument 
généralement utilisé pour les « sondages ». 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1955. 
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Dans cet appareil, l’air est aspiré a la vitesse d’un « pied- 
cube » par minute (28 1 environ) a travers une fente sous laquelle 
est disposée une boite de Petri contenant de la gélose ordinaire. 
La fente est placée suivant un rayon de la boite de Petri qui est 
entrainée dans un mouvement de rotation sur elle-méme par un 
moteur synchrone. Un systéme d’engrenages permet de faire 


Fic. 1 (expérience n° 6). — Hall de réception d’une administration privée 
(a 16 heures). 


effectuer un tour complet a4 la boite en une demi-minute, deux ou 
cinq minutes. 

Par ce procédé, le rendement de l’opération (capture des micro- 
organismes), assez variable, est d’environ 60 4 80 p. 100. 

B. La filtration de lair a été choisie pour les mesures de 
« routine » (mesures biquotidiennes effectuées systématiquement 
depuis le début de l’année 1955 dans l’air de Ja rue du Marché 
des Blancs-Manteaux). 

Cette filtration s’effectue a travers un papier-filtre amianté 
(papier Schneider CA 82) inséré dans un porte-filtre en téflon- 
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duralumin (toupie). L’ensemble est stérilisé & 150° avant la filtra- 
tion de lair. Celle-ci est effectuée a raison d’environ 1 | d’air 
aspiré par minute (l’aspiration ayant lieu de bas en haut). Aprés 
cette opération, la toupie est dévissée et le filtre ayant recueilli 
les germes de l’air est déposé a la surface de la gélose nutritive 


ordinaire fondue A 48°C et contenue dans une boite de Petri. 


Fic. 2 (expérience n° 3). — Base de la Tour Saint-Jacques. 


Le papier CA 82 retient 99,9 p. 100 des particules supérieures 
a 0,3 w de diamétre, c’est-a-dire, praliquement, toutes les bacté- 
ries, levures et moisissures. 

Dans cette mesure de « routine », le filtre ne capture pas 
lous les germes présents dans l’air. Un calcul théorique montre 
que, seules, les particules d’un diamétre inférieur A 10 w environ 
sont fixées sur le filtre par suite de l’aspiration de lair de bas 
en haut. Des sondages expérimentaux effectués en janvier 1955 
ont montré en effet que les germes ainsi recueillis semblent 
représenter 1/10 environ du total de ceux collectés par une toupie 
aspirant lair de haut en bas a la vitesse de 30 1 par minute. 
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Enfin, il convient de noter que ce procédé par filtration sur 
papier donne une numeration par défaut (comme d’ailleurs 
l’appareil de Bourdillon ou toute méthode utilisant la sédimen- 
tation sur milieu nutritif solide), car plusieurs eermes portés par 
la méme particule ne donnent naissance qu’a une seule colonie. 

Quant 4 la numération des bactéries et moisissures, elle est 


Fic. 3 (expérience n° 4), — Premier étage de la Tour Saint-Jacques (10 m). 


effectuée dans les deux procédés : filtration ou appareil de Bour- 
dillon, aprés incubation de vingt-quatre heures 4 +37°C et 
conservation de deux jours et dix jours a la température du 
laboratoire. 


II. — RerproDucTION PHOTOGRAPHIQUE. 


A la suite de prélévements d’air obtenus au moyen de l'appareil 
de Bourdillon, la photographie de quelques boites de Petri a été 
effectuée qui permet de donner une vision plus nette des résultats 
de ces « sondages ». 

Boite n° 6. — Prélévement sur 56 1 d’air a 16 heures le 
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12 octobre 1954 dans le hall de réception du public d’une admi- 


nistration privée, rue Saint-Dominique (fig. 1). 


Boite n° 3. — Prélévement sur 140 | d’air a 10 h. 20 le 
18 octobre 1954, square de la Tour Saint-Jacques, 4 2 m du 


trottoir de la rue de Rivoli (fig. 2). 


Botte n° 4. — Prélévement sur 140 1 d’air 4 10 h. 35 le 


Fic. 4 (expérience n° 8). — Sommet de la Tour Saint-Jacques (53 m). 


18 octobre 1954 sur le premier balcon de la Tour Saint-Jacques 


(environ 10 m au-dessus du sol) [fig. 3]. 


Boite n° 8. — Prélévement sur 140 1 d’air 4 11 h. 


18 octobre 1954 au sommet de la Tour Saint-Jacques 
au-dessus du sol) [fig. 4]. 


Boite n° 10. — Prélévement sur 140 1 d’air 4 12 h. 


18 octobre 1954 sur un balcon du 6° étage de l’immeuble 
Beaubourg (fig. 5). 


Boite n° 13. — Prélévement sur 140 1 d’air a 12 h. 


18 octobre 1954 sur un balcon du 9° étage de l’immeuble 
Beaubourg (fig. 6). 
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III. — Comparatsons ENTRE QUELQUES MOYENNES 
SAISONNIERES. 


Les mesures de « routine » n’étant effectuées quotidiennement 
au Laboratoire d’Hygiéne que depuis le début de 1955, les pre- 
miers résultats ne peuvent permettre qu’une comparaison approxi-— 


Fic. 5 (expérience n° 10). — Sixiéme étage d’un immeuble. 


mative, et a titre purement indicatif, avec ceux qu’avaient obtenus 
Miquel au cours de la période s’étendant de 1889 a 1898 place 
Saint-Gervais et Sartory et Langlais au cours des années 1909 
a 1911 rue de Rivoli. 

Les prélévements ont été effectués au laboratoire méme en 
prélevant l’air par une fenétre donnant sur la rue du Marché 
des Blancs-Manteaux 4 quelques centaines de métres de la rue 
de Rivoli. 

Il importe de signaler : 

1° Que la méthode de « routine » indiquée ci-dessus ne semble 
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retenir environ que 1/10 au plus des germes de l’air (point déja 
souligné antérieurement) ; 

2° Que la technique de Miquel [5] utilise la filtration de Vair 
sur sulfate de soude et l’ensemencement en bouillon des produits 
recueillis ; 

3° Que le procédé de Sartory et Langlais [41] comporte égale- 
ment la filtration de l’air sur sulfate de soude, mais que V’ense- 
mencement est effectué en milieu solide (gélatine et gélose). 

Sous réserve de ces remarques essentielles, il est possible 
d’établir le tableau suivant : 


MIQUEL LABORATOIRE D' HYGIENE 


Période 1889/1898 Année 1985 
Place St-Gervais rue du Marché-des-Blancs-Manteaux 


SAISONS 


SARTORY 
Période 1909/1914 
rue de Rivoli 
Moisissures 


Bactéries 
Moisissures 
Bactéries 


— 
+I 
eo 
12) 


Automne 6 0145); 2 320 | 4 540 | Janvier 
Hiver 4 020] 1 600 514 | Février 
Printemps 9 400] 4 965 | 2 175} Mars 
Eté 10 845] 2 480 | 4 670 | Avril 


no w bo 
SD we CO 


Moyenne annuelle. . .| 7 570] 2 090 | 1 460 


Nota. — Ces chiffres représentent le nombre moyen des germes trouvés par m° d’air 
dans les périodes considérées. 


IV. — QUELQUES IDENTIFICATIONS. 


En 1912, A. Sartory et M. Langlais [44] isolaient dans lair 
parisien (rue, métro, omnibus et salles de spectacles) les germes 
suivants : 

Micrococcus luteus (cocei de 1 w de long); 

Micrococcus flavus liquefaciens (gros cocci réunis par deux 
ou en amas) ; 

Micrococcus candidans (cocci sphériques isolés ou en_ petits 
amas) ; 

Micrococcus flavus tardigradus (cocci assez gros de 1 uw réunis 
en petits amas) ; 

Bacillus termo (batonnets mobiles) ; 

Bacillus melanosporus (batonnets courts immobiles) ; 

Bacillus polymyxa (batonnets courts immobiles) ; 

Bacillus proteus vulgaris. 
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Et les champignons du genre suivant : 

Mucorinées (Mucor divers, Rhizopus divers) ; 

Endomyces (Endomyces albicans) ; 

Périsporiacées (Aspergillus divers, glaucus, repens, etc.) ; 
Stérigmatocystis divers, Pénicillium divers (glaucum, etc.) ; 
Quelques Mucédinées (Oospora, Oidium, Acrostalagmus). 


Fic. 6 (expérience n° 13). — Neuvitme étage du méme immeuble, 


Les recherches qui ont été entreprises dés le début de 1955 et 
qui vont étre poursuivies reprennent ces travaux d’identification. 
Deux prélévements effectués par la méthode de « routine » les 
1° et 2 janvier 1955 ont permis d’identifier les germes suivants : 
1° janvier 1955. — Bactéries : des Sarcines (jaune et blanche), 
Staphylocoque blanc, Bacillus subtilis, Staphylocoque rouge. 
Champignons du genre : Debaryomyces, Hormodendron, Verti- 


cillium. 
2 janvier 1955. — Bactéries : Sarcines (jaune), Staphylocoque 


blanc. 
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Champignons du genre: Torulopsis, Aspergillus (fumigatus), 
Hormodendron, Verticillium. 


* 
xk 


Il est évident qu’une premiére étude telle que celle que nous 
présentons aujourd’hui ne prétend avoir qu’une valeur indicative, 
mais nous espérons qu’elle ouvrira la voie aux nombreuses 
recherches que l’intérét du probléme de la bactériologie de lair 
parisien mérite de susciter. 

Nous pensons, en effet, que la connaissance de la pollution 
organique atmosphérique : bactéries, moisissures, pollen (voire 
peut-étre méme, ultérieurement, virus en suspension lorsque nos 
connaissances en ce domaine seront plus poussées) et l’étude de 
-ces variations présentent une importance considérable tant du 
point de vue épidémiologique que de celui de la protection de la 
population civile. 
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DONNEES NOUVELLES 
SUR L’HEMOLYSINE DU VIRUS DE NEWCASTLE. 
ACTION DES HAUTES PRESSIONS 


Par P. ATANASIU, T. EDIPIDES et J. BASSET (*) 


(Institut Pasteur, Service des Virus) 


Le pouvoir hémolytique d’un virus a été signalé pour Ja pre- 
miére fois par H. R. Morgan, J.F. Enders et F. P. Wagley en 1948, 
avec le virus des oreillons [4]. 

Le virus de Newcastle posséde également une hémolysine dont 
la mise en évidence a été réalisée par L. Kilham en 1949 [2], et qui 
a été étudiée depuis par F. M. Burnet et P. E. Lind en 1950 [8]. 

Dés 1945, F. M. Burnet [8 bis] avait signalé certaines ressem- 
blances entre le virus de Newcastle et celui des oreillons. D’aprés 
F. M. Burnet [8], les liquides bruts infectés avec le virus de New- 
castle, ou les dilutions faibles de ces liquides, ne possédent presque 
pas d’action hémolytique. La précipitation par le méthanol aug- 
mente ce pouvoir. F. M. Burnet en 1950, puis C. Liu en 1952 [4], 
confirment que lion calcium inhibe l’action hémolytique du virus 
de Newcastle. H. R. Morgan, en 1951 [5] signale que la dialyse en 
présence de citrate de sodium augmente |’hémolyse. La congéla- 
tion et la décongélation sont favorables a la mise en évidence de 
Vhémolysine du virus des oreillons [6]. Le virus de Newcastle 
congelé agglutine et lyse ’hématie humaine et I’hématie conservée 
a + 4° est agglutinée par le virus frais [4]. 

A. Granoff et W. Henle font, en 1954 [7], une étude détaillée 
de l’activité hémolytique du virus de Newcastle. La dialyse dans 
l’eau distillée suivie d’un retour 4 l’isotonie par le chlorure de 
sodium et une solution saturée de citrate i1sotonique, augmente 
Vhémolyse. Différents facteurs physiques tels que les ultra-sons, 
la congélation et la décongélation ou le choc osmotique agissent 
de méme. 

Dans ce travail, nous avons étudié l’action des hautes pressions 
sur les pouvoirs agglutinant, infectant et hémolytique de plusieurs 
souches du virus de Newcastle et du virus de la _ grippe, 
souche PR8. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1955. 
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METHODES. 


1° Le virus. — Toutes les souches de virus de Newcastle et du 
virus de la grippe subissent au préalable, un passage dans le 
liquide chorio-allantoidien d’ceufs incubés de dix jours. Ces ceufs 
sont sacrifiés environ quarante-huit heures aprés. Les liquides 
bruts sont mélangés puis centrifugés 4 1400 g pendant dix 
minutes, répartis dans des ampoules de 5 ml et conservés 4 + 4° 
pendant toute la durée de l’expérience. 

a) La souche Var. 1949 [8} est une souche adaptée a lembryon 
de poulet qui a subi plus de 150 passages. Son pouvoir anti- 
génique est supérieur a celui des autres souches et elle sert a la 
fabrication du vaccin de Newcastle tué. Son pouvoir hémagglu- 
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Fic. 1. — Action des pressions trés élevées sur le pouvoir hémagglutinant 
du virus de la grippe (souche PR8) et le virus de Newcastle, souche Var 1949. 


tinant varie entre 1/1 280 et 1/2 560. Son pouvoir infectant s’éléve 
a LOS sete lOrear. 

b) La souche Pakistan (1) n’est pas virulente pour la poule 
adulte et peut servir 4 immuniser contre la maladie de Newcastle. 
Sur ’embryon de poulet son titre virulent monte a 10-7:S7 et son 
titre hémagglutinant est de 1/640. 

c) ‘La souche Komarov (1) est, de méme, une souche dont la viru- 
lence est atténuée et qui sert & préparer un vaccin vivant. 

d) La souche de grippe PR8 provient du Service de la Grippe 
de I’Intitut Pasteur. Son titre est de 10—* et elle agglutine a 1/5 120. 


2° ‘Les némaries. — Pour l’hémagelutination et ’hémolyse, nous 
avons utilisé des hématies de poule récoltées dans le liquide 
d’Alsever. Aprés trois lavages successifs dans l’eau physiolo- 


(1) Ces deux souches ont été aimablement mises 4 notre disposition 
par le Service de Microbiologie Animale de 1’Institut Pasteur. 
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gique nous avons fait une dilution a 0,5 p. 100 pour la réaction 
d’hémagglutination et 4 5 p. 100 pour I’hémolyse. Ces dilutions 
ont été réalisées dans une solution de chlorure de sodium 
a 0,85 p. 100 tamponnée a pH 7,2. 


3° L’HEMAGGLUTINATION. — Nous avons réalisé des dilutions de 
deux en deux du virus auxquelles, d’aprés la technique clas- 
sique, nous avons ajouté une quantité fixe d’hématies lavées et 
diluées a 0,5 p. 100. La lecture est faite a la température du 
laboratoire aprés trente minutes en nous guidant d’aprés le 
témoin hématies. 


4° TECHNIQUE DE TITRAGE DU POUVOIR HEMOLYTIQUE. — Le pou- 
voir hémolytique est déterminé a l’électrophotométre (appareil 
de P. Meunier) selon la technique suivante: le virus brut est 
dilué de deux en deux jusqu’a la dilution 1/16, le diluant étant 
une solution de chlorure de sodium a 0,85 p. 100 tamponnée 
4a pH 7,2. Le volume final du virus dilué doit étre de 1 ml. Ces 
dilutions sont mises 4 37° pendant trente minutes, puis on ajoute 
0,25 ml d’une solution d’hématies de poule a5 p. 100. Ce 
mélange reste 4 37° pendant trois heures, aprés quoi on ajoute 
4 ml d’eau physiologique tamponnée et refroidie 4 + 4°. Le tout 
est mélangé a l’aide d’une pipette Pasteur dans un tube a centri- 
fuger. On centrifuge a4 3000 t/m pendant quatre minutes. Le 
liquide surnageant est placé dans l’appareil de Meunier en vue 
de la mesure de V’hémolyse (écran 55). 

On dispose parallélement de deux témoins: l’un consiste en 
une dilution d’hématies dans l’eau physiologique tamponnée ; 
Vautre comporte des hématies hémolysées avec 1 ml de saponine 
a 0,01 p. 100. 

Le calcul de la courbe d’hémolyse est fait de la maniére sui- 
vante : ’hémolyse totale est donnée par le témoin saponine, te 
témoin hématies-sérum physiologique fournissant une constante 
qui est soustraite du chiffre témoin saponine et du virus pressé- 
hématies. 


5° LA MISE sous PRESSION. — Les liquides bruts de Newcastle, 
de grippe et les témoins (sérum physiologique, liquide chorio- 
allantoidien) sont répartis dans plusieurs tubes en caoutchouc 
non vulcanisé (gomme latex). Les tubes, une fois remplis, sont 
scellés a froid a lVaide d’une pince hémostatique en évitant la 
présence de la moindre bulle d’air afin d’empécher les effets 
dus a la dissolution de gaz. Ces tubes sont alors soumis a diffé- 
rentes pressions a la température de +2° environ, pendant trente 
minutes. 
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ACTION DES HYPER-PRESSIONS 
SUR L’HEMOLYSINE DU VIRUS DE NEWCASTLE 
(soucnes Var, Pakistan et Komarov) ET DE LA GRIPPE PR8. 


Nous avons remarqué tout d’abord que les trois souches de 
virus de Newcastle (liquide brut) ne possédent aucune action 
hémolytique. Ces liquides soumis aux hautes pressions révélent, 
par contre, un pouvoir hémolytique qui augmente en fonction 
de la pression exercée. 

Pour la souche Var, A 2000 kg/cm? une dilution 1/2 donne 
50 p. 100 d’hémolyse ; celle-ci baisse 4 20 p. 100 pour une dilu- 
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Fic. 2. — Action progressive de l’hémolysine libérée par les hyperpressions (2 000, 


3.000 et 4000 kg/cm%) sur deux souches de virus de Newcastle (liquides bruts) : 
Var 1949 et Pakistan. En abscisses, dilutions du virus; en ordonnées, pour- 
centage de l’hémolyse. 


tion 1/16. A 3000 kg/cm? le pouvoir hémolytique est de 
67 p. 100 pour une dilution au 1/2 et de 32 p. 100 pour une dilu- 
tion 1/16. A 4000 kg/cm? pour une dilution 1/2 l’hémolyse est 
de 78 p. 100 et descend a 40 p. 100 a la dilution 1/16 (voir fig. 2). 

Le méme phénoméne a été retrouvé avec la souche Pakistan, 
mais moins prononcé qu’avec la souche Var. La souche Komarov 
montre un pouvoir se situant entre les deux autres souches de 
virus de Neweastle, Var et Pakistan (voir fig. 8). 


TEMois, — Dans des tubes de gomme latex, nous mettons soit 
de l’eau physiologique tamponnée, soit des liquides normaux de 
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treize jours d’incubation et les soumettons aux hautes pressions. 
smi : ret 
L’action hémolytique de ces liquides a été contrélée en présence 
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Fic. 3. — Action progressive de l’hémolysine libérée par les hyperpressions 
sur la souche Komaroff. 


d’hématies de poule. La souche de grippe a servi comme témoin 
virus pressé. 

Ni leau physiologique, ni les liquides normaux, ni la souche 
PR8 de grippe n’ont montré d’action hémolytique. 


EssAIl DE NEUTRALISATION DU POUVOIR HEMAGGLUTINANT 
PAR LE SERUM SPECIFIQUE. 


La souche Var et la souche Komarov de virus de Newcastle 
pressées a 3500 et 4000 kg/cm? sont mises en contact avec une 
dilution au 1/4 du sérum spécifique préparé sur lapin a l’aide de 
la souche Var. Le pouvoir hémolytique de ces deux virus pressés 
a été complétement inhibé par le sérum spécifique. Le témoin 
virus pressé-sérum normal de lapin a montré une forte hémo- 
lyse (voir tableau II). 


ACTION DES CENTRIFUGATIONS SUR LES LIQUIDES BRUTS PRESSES. 


Nous avons réalisé trois expériences. 

Dans l’expérience n° 1, pour le mélange de liquides bruts de 
souche Var avec un pouvoir infectant de 10—%° et un pouvoir 
hémagglutinant de 1/2560, sans aucune action hémolytique, aprés 
pression le pouvoir infectant a complétement disparu, le pouvoir 
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Tasteau I. — Pouvoirs hémagglutinant, infectieux et hémolytique 
comparés du liquide surnageant et du culot aprés centrifuga- 
tion 4 20000 g pendant une heure et demie, de liquides bruts 
pressés & 4000 kg/cm? pendant trente minutes. 


1 i] ! 
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Tasteau II. — Neutralisation du pouvoir hémolytique des souches 
Var. et Kom., pressées 42 2500 et 4000 kKg/cm2, par un sérum 
spécifique obtenu sur iapin. 
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hémagglutinant reste intact et ’hémolyse est de 80 p. 100 pour 
une dilution au 1/2 et de 20 p. 100 pour une dilution au 1/4 
(voir tableau II). 

‘Le méme liquide pressé est soumis a une centrifugation cons- 
tante de 20000 g pendant une heure et demie. On récolte sépa- 
rément le liquide surnageant et le culot est ramené au volume 
original. Ces liquides sont 4 nouveau contrélés du point de vue 
de leurs pouvoirs infectant, hémagglutinant et hémolysant. Le 
liquide surnageant, aprés centrifugation, garde presque intact 
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son pouvoir hémolytique et conserve une partie de son pouvoir 
hémagglutinant (12,5 p. 100). 

La répétition de cette premiére expérience avec les mémes 
liquides montre que le pouvoir reste le méme aprés pression, et 
que le pouvoir hémolytique est de 69 p. 100 pour une dilution 
au 1/2. Apres centrifugation, le liquide surnageant garde presque 
intact son pouvoir hémolytique. Le culot en est entiérement 
dépourvu. 

Dans l’expérience n° 3, les liquides bruts de souche Var, d’un 
passage différent, sont soumis A un traitement identique. Le 
liquide surnageant se montre dépourvu de pouvoir hémagglu- 
tinant et infectant et garde intact son pouvoir hémolytique 
(69 p. 100 a la dilution au 1/2 et 55 p. 100 a Ja dilution au 1/4). 
Par contre, le culot a entiérement perdu son pouvoir infectant 
et hémolytique et ne garde qu’un faible pouvoir hémaggluti- 
nant (1/320). 

Il est curieux de constater que, dans le culot, le pouvoir 
hémagglutinant baisse de moitié et le pouvoir hémolytique dis- 
parait complétement. Ces résultats ont été obtenus d’une facon 
constante dans les deuxiéme et troisiéme expériences (voir 
tableau I). 


Discussion. 


Dans une premiére expérience [9], de méme que V. Torlone [410] 
Pavait constaté avec d’autres techniques, nous avons trouvé que 
le virus de Newcastle tué par les hautes pressions gardait son 
pouvoir hémagglutinant 4 4000 kg/cm’. Le virus de la grippe, 
souche PR8, travaillé dans les mémes conditions, perd a cette 
pression son pouvoir infectant et son pouvoir hémagglutinant 
(voir fig. 1). 

Il semble que les deux virus réagissent d’une maniére diffé- 
rente vis-a-vis de ces pressions 4 4000 kg/cm?. Il est probable 
que, par suite d’un phénoméne d’agglutination, on obtient une 
diminution des éléments du virus, done des unités agglutinantes, 
ou bien que cette pression provoque la disparition de l’hémagglu- 
tinine. 

D’aprés les figures 2 et 3, il apparait que les trois souches de 
virus de Newcastle voient leur pouvoir hémolytique accru sous 
l’action des pressions, entre 2000 et 4000 kg/em?. Ce pouvoir 
hémolytique est neutralisé par le sérum spécifique. 

Les liquides surnageants des liquides bruts pressés, qui ne 
contiennent pas d’unités virulentes aprés une centrifugation 
a 20000 g pendant une heure et demie, ont encore un faible 
pouvoir hémagglutinant et une action hémolytique certaine. Par 
contre, le culot ramené au volume originel n’est plus virulent, 
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posséde encore un pouvoir hémagglutinant, mais pas de pouvoir 
hémolytique (voir tableau I). Par centrifugation, nous avons soit 
sédimenté un facteur inhibiteur de l’hémolyse, soit lbéré sous 
action des hautes pressions l’hémolysine qui aprés centri- 
fugation, reste dans le liquide surnageant. Il se peut également 
que des unités du virus plus petites restent dans le liquide sur- 
nageant et soient responsables de l’hémolyse. 

Le phénoméne que nous venons d’observer au sujet de l’hémo- 
lysine du virus de Newcastle existant dans le liquide surnageant 
a été relaté par F. B. Bang en 1948 [414], & propos du pouvoir 
hémagglutinant augmenté dans les liquides surnageants apres 
une action physique telle que la congélation ou la décongélation. 
Bang a contrdlé le pouvoir infectant et a montré qu'il était éga- 
lement augmenté. 


CONCLUSIONS. 


Les ultra-pressions (2 000 kg/cm? a 4000 kg/cm?) exercent sur 
les trois souches de virus de Newcastle (souches Var, Komarov 
et Pakistan) une action progressive de mise en liberté de |’hémo- 
lysine. Cette hémolysine est neutralisée par le sérum spécifique. 

Les liquides bruts contenant du virus de Newcastle, pressés 
i 4000 kg/cm? et centrifugés 4 20000 g pendant une heure et 
demie, présentent les caractéristiques suivantes : le liquide sur- 
nageant garde presque intact son pouvoir hémolytique et une 
partie de son pouvoir hémagglutinant ; le culot resuspendu perd 
complélement son pouvoir hémolytique et garde intact son pou- 
voir hémagglutinant. I] est probable que les hautes pressions 
libérent une hémolysine de ce virus. 
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L’ANALYSE 
IMMUNOCHIMIQUE PAR LA METHODE DES GELS. 
MOYENS ET TECHNIQUES D’IDENTIFICATION 
DES ANTIGENES 


par Jacques OUDIN (*) (**). 


(Institut Pasteur) 


La précipitation spécifique en milieu gélifié n’a été utilisée, 
de 1905 a 1946, que dans un trés petit nombre de travaux [4, 6, 
15, 17, 35, 36, 39, 44]. Au contraire, le nombre de travaux qui 
Pétudient ou lutilisent depuis 1946 est tel que nous ne nous 
risquerions pas 4 tenter d’en établir une liste compléte (1). La 
raison de ce changement réside dans le fait que les buts pour- 
suivis par les auteurs de ces deux séries de travaux sont diffé- 
rents, et que la précipitation en milieu gélifié est devenue, pour 
les auteurs de la deuxiéme période, le meilleur moyen d’analyse 
immunochimique, pour ne pas dire le seul. 

L’analyse immunochimique comporte le dénombrement et |’iden- 
tification des antigénes contenus dans un mélange, éventuellement 
complétés par le dosage des antigénes ou des anticorps. Pour 
résoudre ce probleme, qui n’était guére soluble alors par la seule 
immunochimie, nous avons proposé en janvier 1946 [27] d’ observer 
la réaction des antigénes avec les anticorps au cours de leur 
diffusion dans un gel : soit que l’un des réactifs diffuse dans une 
colonne de gel contenant l’autre réactif, ce que nous avons désigné 
plus tard [84] du nom de diffusion simple, soit que tous deux 
diffusent l’un vers l’autre dans un gel vierge (diffusion double). 

Le dénombrement. — Avant de proposer, comme moyen de 
déterminer le nombre minimum des antigénes, celui qui consistait 
a dénombrer les zones de précipitation, nous avons voulu savoir 
reconnaitre ou éviter les causes d’erreur par excés, et la technique 
que nous avons choisie nous est apparue comme la plus sire, 


(*) Manuscrit recu le 6 juillet 1955. 
(**) Nous remercions M"° Mauricette Michel, collaboratrice de la 


Recherche du C.N.R.S., de son assistance dans la partie technique 


de ce travail. 
(1) Nous signalerons au moins les deux discussions ou revues récentes 


de Becker [2] et de Munoz [48]. 
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en méme temps que la plus féconde au double point de vue 
qualitatif et quantitatif : la diffusion simple a une dimension, en 
tubes ou en cuves a faces paralléles. Les conclusions de notre 
étude critique ont été confirmées par Munoz et Becker [419], et 
il ne semble pas que les nombreuses applications, portant sur 
des matériels trés divers, aient fait apparaitre des causes d’erreur 
que nous n’ayons signalées dés nos premiéres publications. 

Avant 1946, lorsque des expériences de précipitation spécifique 
en milieu gélifié, entreprises en tubes ou en plaques (et notam- 
ment, en plaques, a des fins de diagnostic bactériologique), 
avaient permis d’observer des zones multiples de précipitation, 
aucune interprétation n’en avait été proposée, si ce n’est celle 
qui consistait 4 assimiler ces zones multiples a des phénoménes 
de précipitation périodique du type Liesegang. Pourtant, des 
accidents du type Liesegang ne semblent pas avoir été observés 
depuis 1946 avec la technique que nous avons choisie, bien que 
nous ayons indiqué un moyen str et simple de les reconnaitre 
éventuellement ((29], p. 47). 

Environ deux ans plus tard, des expériences de diffusion 
double en plaques de gel, entreprises a des fins de diagnostic 
bactériologique par deux auteurs (Ouchterlony [22], Elek [9}), leur 
permirent d’observer des zones multiples de précipitation ; mais 
la multiplicité des antigénes fut envisagée, cette fois, comme 
Vinterprétation probable de ces zones multiples, de préférence 
au phénoméne de (Liesegang. Une importante variante de tech- 
nique d’analyse immunochimique fut ainsi introduite, que nous 
désignerons du nom de diffusion double en plaques [40, 23-26]. 
Mais les causes d’erreurs ou d’artefacts peuvent varier avec la 
technique qu’on utilise, et nous fimes amené, a l’occasion d’une 
étude d’ensemble des différentes techniques d’analyse immuno- 
chimique, a décrire, dans cette derniére technique, une cause 
d’erreur qui n’avait pas encore été signalée ([84}, p. 362, fig. 26). 
Des observations récentes [46] semblent, d’autre part, indiquer 
que l’on s’est peut-étre trop haté de négliger complétement, dans 
la diffusion double, le réle de la précipitation périodique du type 
Liesegang comme cause éventuelle d’erreurs de dénombrement (2), 
d’autant plus que le moyen que nous avons indiqué pour la 
er dans la diffusion simple est sans valeur dans la diffusion 

ouble. 


(2) Les observations de ces auteurs ne paraissent pas s’expliquer par 
d’autres causes d’erreur actuellement connues. Malheureusement, il 
n’est pas signalé si les accidents observés sont immobiles (caractére 
important des accidents périodiques du type Liesegang). I] est d’ailleurs 
impossible d’admettre avec ces auteurs que ces accidents périodiques, 
immobiles avec des réactifs minéraux, pourraient étre mobiles avec 
des réactifs immunochimiques. 
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Les différents types d’identification. —  L’identification, 
deuxiéme temps de l’analyse immunochimique, consiste a attri- 
buer 4 un méme antigéne des zones observées dans des réactions 
différentes, et les moyens de l’obtenir sont l’objet du présent 
travail. 

Mais, bien qu’un antigéne soit mieux caractérisé par sa spéci- 
ficité que par une constante physique ou par une réaction relevant 
de la chimie classique, nous signalerons ici un appoint que l’on 
peut tenter d’apporter a l’identification en essayant de déterminer 
certaines constantes physiques ou en en effectuant des réactions 
chimiques ou biochimiques particuliéres a certains types d’anti- 
génes. Ces constantes physiques peuvent étre, par exemple, le 
coefficient de diffusion (Becker, Munoz, Lapresle et Lebeau [8)), 
le rapport des coefficients de diffusion de l’antigéne et de l’anti- 
corps (Ouchterlony [25]), ou encore la mobilité électrophorétique. 
Pour déterminer celle-ci, on peut faire diffuser les antigénes qui 
réagiront avec les anticorps, non pas a partir d’une solution 
homogéne, liquide ou gélosée, mais a partir d’un gel dans lequel 
les antigénes auront été préalablement soumis 4a |’électrophorése. 
Dans ce but, Grabar et Williams [42] se sont servis de la technique 
d’électrophorése en plaques de gel décrite en 1950 par Gordon, 
Keil, Sebesta, Knessl et Sorm [44], améliorée grace 4 un procédé 
emprunté 4 nos travaux personnels afin de surmonter une impor- 
tante difficulté technique a laquelle ces derniers auteurs s’ étaient 
heurtés (3). Mais Grabar et Williams n’ont pas effectué de déter- 
minations de mobilité et ont di se contenter d’essayer de classer 
les antigénes par comparaison avec les résultats obtenus dans 
des conditions différentes par |’électrophorése en cellule de 
Tiselius. On peut espérer pourtant que des mesures précises de 
mobilité des antigénes seront bientot possibles grace a la technique 
d’électrophorése en milieu gélifié due 4 Bussard [7], qui permet 
d’opérer & une température constante et connue dans un milieu 
de composition constante au cours du temps. 

Des réactions étrangéres 4 l’immunochimie peuvent aussi aider 
A caractériser l’antigéne présent dans une zone de précipitation 
ou dans une région du milieu gélifié limitée par une zone 
donnée ({84], p. 375). C’est ainsi que Bjérklund [5] a pu préciser, 
au moyen d’une réaction chimique caractérisltique des glucides, 


(3) Il s’agit de l’absence d’adhérence du gel au verre qui le supporte, 
du fait de laquelle 1’interstice gel-verre était le si¢ge, surtout aux forces 
ioniques peu élevées, nécessaires en l’absence de moyen de refroidis- 
sement afin de limiter l’effet Joule, d’un courant important d’électro- 
osmose. L’adhérence a été obtenue par le moyen que nous avons décrit 
en 1948 ([29], p. 38). Nous sommes surpris que Williams et Grabar 
aient présenté ce moyen sans en indiquer l’origine, comme s’ils en 


étaient les auteurs [45]. 
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la nature glucidoprotéidique de certains antigénes, et que d’autres 
auteurs ont pu, d’une maniére analogue, caractériser des anti- 
génes lipoprotéidiques [46]. 


LES MOYENS D’IDENTIFICATION 
ET LEUR CLASSIFICATION 


Les moyens d’identification qui vont étre décrits sont ceux qui 
permettent de reconnaitre la zone d’un méme antigéne, soit dans 
la réaction, en milieu gélifié, de plusieurs solutions d’antigénes 
avec un méme immunsérum, soit dans la réaction de plusieurs 
immunsérums avec une méme solution d’antigénes. 

Ces moyens, anciens ou nouveaux, sont assez nombreux, et 
peuvent varier dans leur principe selon qu’on utilise l’une ou 
Yautre des quatre sortes de techniques de diffusion : 

simple en tubes ou en cuves a faces paralléles (ST) qui sera 
prise pour type de description ; 

simple en plaques (SP) ; 

double en tubes ou en cuves a faces paralléles (DT) ; 

double en plaques (DP). 

‘Les moyens d’identification propres A chacune de ces quatre 
sortes de techniques seront envisagés successivement, mais un 
classement préalable parait devoir aider 4 la clarté de cet exposé. 
Les moyens d’identification peuvent se classer en quatre types 
dont l’énumération suit ; aprés chacun de ces quatre types, nous 
indiquons & quelles sortes de techniques de diffusion ils peuvent 
convenir : 

Identification : 

par l’aspect de la zone de précipitation (ST § 1, SP); 

par changement de la concentration d’une partie des antigénes 
ou des anticorps, y compris par épuisement (ST § 2, 3, 4; SP, 
Die) 

par la réaction dans des régions voisines du méme milieu de 
deux solutions d’antigénes ou de deux immunsérums (ST § 5, 6; 
SPDT DP )s 

par des moyens tirés des lois quantitatives (ST § 7). 


TECHNIQUES 


La préparation de la gélose, des tubes, des cuves a faces paral- 
léles et des plaques de gel utilisés dans la plupart des moyens et 
techniques d’identification a déja été décrite (voir en parti- 
culier (34]). Les modifications nécessaires dans certains cas seront 


exposées avec les techniques particuliéres d’identification qui les 
justifient. 
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I. — Diffusion simple en tubes et en cuves 
a faces paralléles. 


IDENTIFICATION DES ZONES DE PRECIPITATION APPARUES 
DANS LES REACTIONS DE DEUX OU PLUSIEURS SOLUTIONS D’ANTIGENES 
AVEC UN MEME IMMUNSERUM. 


§ 1. Par laspect des zones de précipitation. — On sait que 
la densité de précipité d’une zone ne varie que trés peu avec la 
concentration de l’antigéne. Si le nombre de zones n’est pas trop 
grand, on peut, dans les cas favorables, reconnaitre avec une 
trés grande probabilité la zone d’un méme antigéne dans les 
réactions de plusieurs solutions (exemples dans [44)). 

§ 2. Par épuisement des anticorps. — Lorsque 1|’épuisement 
de ’immunsérum par une solution d’antigénes (soit S1) fait dis- 
paraitre une zone de précipitation dans la réaction de l’immun- 
sérum avec une autre solution d’antigénes S2, la zone ainsi 
« effacée » correspond a un antigéne présent a la fois dans les 
deux solutions S1 et S2. On peut naturellement épuiser |’immun- 
sérum par une quantité de S1 déterminée, grace a une expérience 
préalable, de maniére 4 assurer |’équivalence ou un léger excés 
d’un antigéne donné ; mais on peut aussi épuiser par une quan- 
tité arbitrairement choisie et en général aussi élevée que possible 
de solution. Si l’épuisement était fait par des doses variables de 
plusieurs solutions, les quantités comparées de chacune des solu- 
tions, nécessaires pour faire disparaitre la zone d’un antigéne 
donné, pourraient fournir des renseignements quantitatifs sur les 
concentrations de cet antigéne dans les différentes solutions 
(exemples dans [8, 13, 32)). 

§ 3. Par la réaction comparée de mélanges appropriés des 
deux solutions d’antigénes. — On sait que la pénétration de la 
zone d’un antigéne (c’est-a-dire la distance de sa _ frontiére 
a interface en un temps donné) augmente avec la concentration 
initiale de l’antigéne. Cette propriété peut permettre de rap- 
porter 4 un antigéne présent dans une solution S2 une zone 
donnée par la réaction d’une autre solution S1. On peut obtenir 
ce résultat de plusieurs maniéres : 

a) On fait des mélanges de S1, dans les mémes proportions, 
d’une part avec un solvant approprié (solution de NaCl, tampon, 
sérum pur ou dilué d’animal non immunisé), d’autre part avec S2. 
Si S2 contient, a4 une concentration suffisante, un antigéne de 
S1, la pénétration de la zone de cet antigéne sera augmentée 
dans la réaction du deuxiéme mélange avec l’immunsérum, par 
comparaison avec la réaction du premier mélange. On peut 
compléter ces deux réactions comparées par la réaction d’une 
dilution de S2, aux mémes proportions que dans le deuxiéme 
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mélange ci-dessus. Si les conditions de ces réactions permettent 
de négliger les effets non spécifiques [83], la pénétration de tout 
antig¢ne commun a SI et a S2 est, dans la réaction du mélange 
S1 + S2, supérieure ou égale a ce qu’elle est dans la réaction 
de chacune des deux dilutions. 

b) Un procédé légérement différent consiste 4 préparer une 
série de dilutions progressives de S1 dans S2, et 4 comparer les 
réactions de ces dilutions avec celles de S1 pure et de S2 pure 
placées aux deux extrémités de la série. Si un antigene est 
présent A une concentration plus forte dans Sl que dans S2, la 
pénétration de sa zone décroitra de tube en tube d’une extrémité 
de la série vers l’autre (exemples dans [43, 44)). 

§ 4. Par remplacement d’une solution d’antigéne par une autre 
au bout d’un certain temps de réaction (Munoz et Becker [419)). 
— Aprés que la réaction d’une solution d’antigénes S1 a évolué 
pendant un certain temps (par exemple un ou deux jours) et fait 
apparaitre plusieurs zones de précipitation, on évacue la solu- 
tion d’antigénes ; on lave la partie supérieure du tube avec de la 
solution de NaCl; on met, a la place de la solution d’anti- 
génes Sl, une autre solution S2 contenant par exemple un anti- 
géne a l’état plus ou moins pur. Dans un tube témoin, on rem- 
place la premiére solution d’antigéne S1 par de la solution salée. 
Dans un second tube témoin, on laisse la réaction évoluer sans 
changement, ou l’on remet de la méme solution Sl. Au cours 
des jours qui suivent, la pénétration de toutes les zones se ralentit 
dans le premier tube témoin ; par comparaison avec ce tube, une 
zone a progressé plus rapidement dans le tube qui contient S2. 
Cette manipulation peut faire apparaitre une strie de précipité 
au niveau ou se trouvait la frontiére de la zone lors du change- 
ment de solution d’antigéne (nous avons décrit des artéfacts de 
méme nature dans la diffusion double en plaques [84]). Cette strie, 
due au changement de concentration de l’antigéne, est immobile. 
Elle ne doit pas étre prise pour une zone de précipitation indi- 
quant la présence d’un antigéne (exemple dans [43)). 

§ 5. Par l'emploi de cuves a faces paralléles dont la partie 
supérieure est cloisonnée (M. J. Surgalla, M. S. Bergdoll et 
G. M. Dack [42}). Une cuve a faces paralléles est divisée dans sa 
partie supérieure par des cloisons en compartiments destinés 
a recevoir des solutions ou des mélanges de solutions d’antigénes, 
aprés que la partie inférieure non cloisonnée de la cuve et 
la partie inférieure des compartiments (sur 2 mm environ de 
hauteur), ont regu l’immunsérum gélosé. Les zones de précipi- 
tation qui se développent dans l’immunsérum gélosé a partir de 
chacun des compartments de solution d’antigéne rencontrent, au 
bout d’un temps généralement trés court, les zones qui se déve- 
loppent 4 partir des compartiments voisins. Les zones dues au 
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méme antigéne deviennent alors coalescentes et peuvent étre 
alisément reconnues. Cette technique réalise, dans un seul réci- 
pient, un moyen d’identification qui rappelle celui du § 3; mais 
1cl, les zones correspondantes, au lieu de s’observer dans des 
tubes séparés, se continuent les unes dans les autres, a moins 
que leur pénétration né soit extrémement faible (exemple 


dans [88}). 


§ 6. Par lemploi de cuves a faces paralléles non cloisonnées 
(technique nouvelle). 


La technique est la suivante: une cuve de la forme indiquée 
sur le schéma figure 1, préalablement soumise au_ revétement 


G 


iF EB 
Fic. 41. Fic. 2. 


Fic. 1. — Emploi des cuves 4 faces paralléleg non cloisonnées, destinées A plus de 
deux réactifs (diffusion simple). On verse l’immunsérum (gélose 4 1 p. 100) IS 
au moyen d’une pipette effilée dirigée selon la fléche 1, jusqu’au niveau AC, 
dans la cuve reposant sur le cété EF horizontal. Une fois cette premiére couche 
solidifiée, et la cuve reposant sur son cdté FG horizontal, on verse selon la 
fléche 2 la solution gélosée d’antigénes Sl; aprés solidification de Sl, on verse 
S2 selon la fléche 3. Les dimensions intérieures de la cuve peuvent élre, par 
exemple, 40 mm x 40 mm x 2 mm. 


x 


Fic. 2. — Emploi des cuves a faces paralléles non cloisonnées, destinées 4 plus de 
réactifs (diffusion double). On verse l’immunsérum gélosé IS jusqu’au niveau 
choisi en passant par le canal ménagé A cet effet suivant la fléche 1. Une fois 
cette premiére couche solidifiée, on verse la gélose sans réactif (gé), jusqu’au 
niveau choisi, selon la fléche 2. Une fois cette deuxiéme couche solidifiée on 


verse successivement les solutions S, et S, comme fig. 1. 
Ce type de cuve peut évidemment servir aussi a la diffusion simple et Von 
peut dans les deux cas mettre plus de deux couches S. 


habituel de gélose stche, et chauffée vers 50°, repose verticalement 
sur son coté EF horizontal. L’immunsérum gélosé (concentration 
finale de l’agar: environ 1 p. 100) est introduit au moyen d’une 
pipette effilée, disposée obliquement comme sur la figure jusqu’au 
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niveau indiqué. Si la cuve n’était pas assez chaude, on risquerait que 
le niveau supérieur ne soit pas rectiligne. Lorsque cette premiére 
couche s’est solidifiée, on réchauffe la cuve, par exemple en la trempant 
jusqu’au niveau convenable dans le bain qui maintient en surfusion 
les réactifs gélosés ; on la fait reposer verticalement sur le cété FG 
horizontal ; on introduit la premiére solution gélosée d’antigéne au 
moyen d’une pipette effilée (il est préférable de ne pas dépasser le 
niveau définitif). Quelques minutes plus tard, cette solution gélosée 
s’est solidifiée et l’on introduit la deuxiéme solution d’antigéne de 
la méme maniére. On bouche la cuve, par exemple en y coulant de 
la paraffine en fusion. Le mélange des immunsérums et des antigénes 
protéidiques avec la gélose 4 la concentration finale d’environ 1 p. 100 
provoque parfois l’apparition d’un précipité qui est rarement suffisant 
pour diminuer d’une maniére appréciable la sensibilité des réactions. 

Un type de cuve légérement différent convient a la diffusion double 
(fig. 2). La premiére couche est introduite au moyen d’une pipette 
effilée, par le canal ménagé A cette effet, la couche de gélose pure 
est introduite de la méme maniére que, ci-dessus, Vimmunsérum 
gélosé ; les derniers réactifs, comme ci-dessus. 

Ce deuxiéme type de cuve peut naturellement convenir aussi bien 
4 la diffusion simple. Les solutions d’antigéne qu’on fait réagir peuvent 
étre naturellement en nombre supérieur 4 deux. Lorsque ces solutions 
sont au nombre de deux, les dimensions intérieures de la cuve peuvent 
étre par exemple de 40 mm sur 30 mm (ou de 40 x 40) avec une 
épaisseur intérieure de la cuve de 2 mm environ. 


Pour décrire les résultats de cette technique, on doit distinguer 
plusieurs cas selon que l’antigéne est présent dans les deux solu- 
tions ou dans une seule des deux, et selon que sa concentration 
est suffisante ou non pour que la réaction ait lieu dans la couche 
@immunsérum. Il peut naturellement se trouver que plusieurs 
antigénes réalisant ces cas différents réagissent simultanément 
dans la méme cuve (fig. 8 et pl. I, fig. 5). 

a) La concentration de l’antigéne considéré est suffisante dans 
Jes deux solutions pour que sa réaction ait lieu dans la couche 
d’immunsérum. Si Pantigéne diffusait a partir d’une seule couche 
de solution, gélosée ou non, comme dans les cuves a faces paral- 
Jéles utilisées dans nos travaux antérieurs [28, 29], la frontiére 
de la zone serait en tout point et A tout moment paralléle a l’inter- 
face. Mais ceci ne s’observerait dans le cas présent que si la 
concentration de lantigéne était la méme dans les deux solutions 
c’est-a-dire rarement. Dans le cas habituel ot l’antigéne consi- 
déré est présent dans les deux solutions gélosées a des concen- 
trations différentes, la frontiére ne sera paralléle a V interface 
qu’a une certaine distance de son intersection avec le prolonge- 
ment de Vinterface DB, de part et d’autre de ce prolonge- 
ment (fig. 3 a). Dans les régions ou ce parallélisme s’observe, la 
distance de l’interface & la frontiére est d’autant plus grande que 
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la concentration de l’antigéne dans la couche correspondante est 
plus forte et cette distance est la méme qu’elle serait dans un 
tube contenant les mémes mélanges gélosés des mémes réactifs 


exemple pl. 1, fig. 5). La région de la 
frontiére située dans le prolongement de 
Vinterface DB est voisine du point d’in- 
flexion de la courbe qui relie les deux 
segments paralléles a linterface AC. 
Ces deux segments rectilignes sont d’au- 
tant plus courts que le temps écoulé 
depuis le début de la réaction est plus 
long et que les concentrations de l’anti- 
géne dans les deux solutions gélosées 
ont des valeurs plus différentes l’une de 
Pautre. 

b) La concentration de l’antigéne est 
nulle dans une des deux solutions et 
suffisante dans l’autre solution pour 
que sa réaction ait lieu dans la couche 
d’immunsérum. Du cété AB de Vinter- 
face DB (fig. 3 b) ot l’antigéne est pré- 
sent, on se trouve dans un cas analogue 
au cas précédent. Du cdté ot l’antigéne 
est absent, on se trouve dans un cas de 
diffusion double a partir de deux sources 
perpendiculaires (voir le traitement théo- 
rique de ce cas [84], fig. 21). La fron- 
tiére, paralléle & AB sur une certaine 
longueur (qui décroit avec le temps) 
s’infléchit vers Vinterface BC qu’elle 
traverse & une certaine distance du 
point B, d’autant plus grande que 
Vexcés d’antigéne du cété AB est plus 
grand et que la réaction évolue depuis 
plus longtemps. La zone se continue 
ensuite dans la couche de solution S2 
gélosée avec une densité de précipité 
décroissante jusqu’a étre nulle, sa lon- 
gueur dans cette région augmentant 
avec le temps (exemple pl. I, fig. 5). 

c) ‘Les concentrations de |’antigéne 
dans les deux solutions sont telles que 
la réaction se passe dans la couche 
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Fic. 3. — Schémas des princi- 


paux types de zones de pré- 
cipitation qu’on peut obser- 
ver dans les cuves a faces 
paralléles décrites fig. 1 et 
§ 6 (diffusion simple). 

a) Un méme antigéne est 
présent dans S, et S, a 
des concentrations  diffé- 
rentes, toutes deux en excés 
par rapport 4 la concentra- 
tion des anticorps dans 
limmum-sérum. 

b) Liantigéne, en excés 
dans S,, est absent de S,. 

c) L’antigéne est en excés 
dans S, et l’anticorps est en 
exces dans §S,. 

Ces trois types de zones 
s’observent sur la _photo- 
graphie de la fig. 5, pl. I. 


d’immunsérum pour l’une dans la couche d’antigéne pour l’autre. 
Du cdté ot l’antigéne est en excés (réaction dans la couche 

i. EAS | S A , ‘. - +f 
d’immunsérum), la zone a l’aspect déja décrit. Du cdoté ot lanti- 
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corps est en exces et ot la zone de précipitation se trouve dans la 
couche d’antigéne, la frontiére est paralléle 4 Vinterface AC jus- 
qu’a une certaine distance de la ligne BD, qui croit avec le temps. 
La partie courbe qui unit les deux parties rectilignes de la fron- 
tire traverse l’interface BC a une distance plus ou moins grande 
du point B (fig. 3c et pl. I, fig. 5). 

d) Un cas intermédiaire entre les deux précédents est celui ot 
l’antigéne est en excés dans une des deux solutions et présent 
dans l’autre solution a une concentration trop faible pour donner 
une zone visible dans la couche d’antigéne. Il peut arriver en 
pareil cas que la présence de l’antigéne dans la deuxitme solu- 
tion soit décelée par une inflexion nette de la frontiére comme 
si cette frontiére tendait A devenir paralléle 4 l’interface AB, mais 
cessait d’étre visible avant d’y parvenir. 

e) On pourait naturellement envisager encore le cas ow l’anti- 
corps est en excés par rapport a |’antigéne considéré, présent 
dans les deux solutions. La zone de précipitation serait alors en 
totalité dans les couches d’antigéne. 

Les résultats de cette technique sont analogues A ceux qu’on 
aurait obtenus au § 3 dans des tubes ow la couche d’antigéne 
aurait été gélosée. Mais ici la transition entre les réactions des 
deux solutions d’antigéne se fait d’une maniére immédiatement 
continue, dans la méme cellule, sans qu’on ait 4 faire réagir dans 
des récipients distincts une série de dilutions préparées sépa- 
rément. 

On remarquera les différences entre les résultats de cette tech- 
nique et ceux qu’on peut obtenir avec la diffusion double en 
plaques : 1° on n’a pas a attendre que les deux zones viennent 
en contact l’une avec l’autre par leurs extrémités pour savoir si 
elles sont dues ou non au méme antigéne ; il ne s’agit pas ici de 
coalescence comme dans la diffusion en plaques, puisque la zone 
formée par le méme antigéne diffusant 4 partir des deux sources 
contigués est unique dés le début de la réaction ; 2° les antigénes 
et les anticorps qui réagissent ensemble ne sont pas dilués dans 
le milieu par la diffusion avant que celle-ci les améne en contact 
Yun avec l’autre. On peut donc s’attendre a une sensibilité plus 
grande que dans les techniques de diffusion double, et en parti- 
culier plus grande que dans la diffusion double en plaques, ow 
la diffusion se fait dans toutes les directions. 

§ 7. Par la comparaison des pénétrations dans plusieurs séries 
de tubes ot plusieurs solutions d’anligénes réagissent avec le 
méme immunsérum dans une méme série et avec des immun- 
sérums différents d'une série a Vautre (fig. 4 et pl. Il). — a) Ce 
moyen d identification, non encore décrit, est tiré des lois quan- 
titatives de la pénétration : 

Soient plusieurs solutions S,, S,, ..... S,, contenant le méme 
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antigene aux concentrations g,, g,, ..... g,, qui réagissent avec 
un premier Immunsérum IS, dans une premiére série de tubes, 
avec un deuxiéme immunsérum IS, dans une deuxiéme série 
de tubes. Nous avons observé [80] et d’autres auteurs ont con- 
firmé [8, 40, 42] que, dans des limites trés étendues, les 
distances h, et h,; de l’interface a la frontiére de la zone de préci- 
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Fic. 4. — On a pris sur la photographie pl. II, B un calque des frontiéres de la 
zone de précipitation d’un antigéne qui réagit dans tous les tubes sauf deux. 
Pour les raisons exposées au § 7, ce calque se superpose aux frontidres des zones 
du méme antigéne dans les tubes de la série C, pl. II, au prix d’un décalage 
important des interfaces. Les niveaux des interfaces dans les deux séries de 
tubes B et C sont représentés ici. 


pitation dans deux tubes quelconques d’une méme série sont 
approximativement définies par les équations suivantes : 


hi/Vt=y log gi — y log go 
hj/Vi=y log gi — y log go. 


ou y et g, sont des constantes, la deuxiéme étant fonction de ta 
concentration initiale de l’anticorps dans le gel. Si les mesures 
de h sont faites au méme temps ¢ aprés le début de la réaction 


h, —h = ¥ vt log 8,/8;° 


Cette différence est indépendante de la concentration de |’anti- 
corps dans la mesure ow celle-ci n’influe pas sur la valeur de y. 
Supposons qu’il en soit ainsi et que les équations ci-dessus se 
vérifient exactement ; il en résultera que, pour un antigéne donné, 
la différence hh, entre les valeurs de h dans deux tubes quel- 
conques d’une série donnée aura la méme valeur pour les deux 
tubes homologues de n’importe quelle autre série. 
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b) Le moyen d’identification qui. découle de ces remarques 
serait parfois laborieux s’il nécessiltait la mesure des valeurs de h 
pour toutes les zones de précipitation observées dans tous les 
tubes de toutes les séries. Ceci n’est heureusement pas nécessaire 
si l’on se sert de la photographie : on photographie ensemble 
cdte a cote les tubes de chaque série aprés les avoir dispos¢és dans 
un ordre constant, les interfaces étant sur une méme ligne horl- 
zontale, Les photographies des différentes séries sont prises au 
bout d’un temps constant aprés la répartition des solutions d’anti- 
génes. Ceci n’empéche naturellement pas que les différentes 
séries de tubes puissent étre faites et photographiées a des inter- 
valles de temps importants, pourvu que les températures solent 
les mémes. 

Soit un antigéne dont la zone de précipitation est, par exemple, 
seule ou facile A reconnaitre dans les différents tubes d’une méme 
série. On prend, sur la photographie de cette série de tubes, un 
calque des frontiéres de cette zone dans les différents tubes. On 
reporte ce calque sur la photographie d’une autre série dont les 
tubes peuvent contenir un plus grand nombre de zones, parmi 
lesquelles celle de J’antigéne dont il s’agit est plus difficile 
a reconnaitre. On fait d’abord coincider les interfaces des deux 
séries de tubes. Si l’on fait subir au calque un mouvement de 
translation paralléle 4 axe des tubes de maniére & amener :e 
repere de la frontiére, pris dans un tube quelconque de la pre- 
miére série, sur la frontiére de la zone du méme antigéne dans 
le tube correspondant de la deuxitme série, les repéres se super- 
poseront a la frontiére du méme antigéne en méme temps dans 
tous les tubes. Cette superposition peut se faire au prix d'une 
translation plus ou moins importante, les valeurs de h pouvant 
étre tontes plus grandes ou toutes plus petites (d’une quantité 
constante) dans l’une des deux séries que dans l’autre (fig. 4). 
Ce sera le cas, en particulier, quand la concentration de |’anti- 
corps qui réagit est trés différente dans les immunsérums des 
deux séries. Lorsqu’on a pu attribuer A un méme antigéne une 
zone présente dans tout ou partie des tubes d’une méme série, 
on peut vraisemblablement identifier la zone due au méme anti- 
gene dans les tubes des autres séries. Il reste A répéter l’opé- 
ration pour les autres zones. 

Il peut cependant arriver que les zones soient trop nombreuses 
et trop rapprochées les unes des autres pour pouvoir étre iden- 
lifiées toutes par ce seul moyen. On cherchera alors a simplifier 
les images par des épuisements appropriés ; la comparaison des 
réactions données par les diverses solutions d’antigénes permettra 
de choisir parmi elles celles qui conviennent le inieux A ces 
épulsements. 

c) Nous avons supposé que les équations ci-dessus se vérifiaient 
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exactement. En réalité, cette vérification n’est pas toujours par- 
faite ; on sait, par exemple, que pour les valeurs trés élevées de 
la concentration d’antigéne, et trés faibles de la concentration 
d’anticorps, la pénétration suit une loi différente [3]. Ceci peut 
étre cause que la superposition ne se fasse pas exactement. 
Cependant, méme dans ce cas, les indications fournies par cette 
technique sont presque toujours suffisantes pour permettre 
Videntification, & condition que soient évitées certaines pertur- 
bations que nous avons décrites et classées comme des cons¢- 
quences des « effets non spécifiques ». 

Les perturbations qu’il s’agit d’éviter ici se présentent de ta 
maniére suivante : si l’on fait varier, dans l’une des deux couches 
seulement des tubes de gel, la concentration totale des substances 
dissoutes (en particulier des protéines) 4 l’exclusion de toute 
autre variable, et en particulier a4 l’exclusion des concentrations 
d’antigéne et d’anticorps, la valeur de h/ \/t suit une loi linéaire 
en fonction de la concentration qui varie ; mais on observe une 
discontinuité lorsque la concentration qu’on fait varier atteint 
une valeur voisine de la concentration correspondante dans |’autre 
couche des tubes de gel [83]. Pour éviter les perturbalions dues 
a cette discontinuité il suffit donc que, dans toutes les séries de 
tubes, les concentrations totales des solutions d’antigéne soient 
suffisamment différentes de la concentration totale de chacun des 
immunsérums dans le gel; |’écart entre les concentrations dans 
les deux couches est plus que suffisant si le rapport de ces 
concentrations est par exemple de 2/1 ou de 1/2. 

Dans le cas le plus fréquent ou les solutions d’antigéne ne 
contiennent, outre des petites molécules a4 des concentrations 
identiques ou voisines, que des protéines, les conditions les plus 
souhaitables sont naturellement celles ot la concentration totale 
en protéines est la méme dans toutes les solutions d’antigénes 
et assez différente de celle des immunsérums dans les couches 
de gel. 

d) Cette technique d’identification repose sur lhypothése que 
les différents liquides mis a la couche supérieure peuvent contenir 
les mémes antigénes, mais dans des rapports de concentration 
différents. C’est pourquoi elle s’applique particuliérement a |’ana- 
lyse des fractions. On peut imaginer que les renseignements 
apportés par cette technique ne suffisent pas 4 permettre l’iden- 
tification cherchée, pour la raison que plusieurs antigénes diffé- 
rents pourraient avoir un comportement semblable dans les 
diverses solutions dont on dispose. Il n’est pas exclu que ceci 
puisse en effet se rencontrer. La probabilité d’une incertitude de 
ce genre diminue naturellement 4 mesure que Je nombre des 
solutions d’antigéne et le nombre des immunsérums augmentent. 

§ 8. Choix des différents moyens d’identification. — Selon les 
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circonstances dans lesquelles se pose le probléme, l’une ou lautre 
des techniques d’identification pourra étre plus avantageuse. Bien 
que les cuves a faces paralléles, cloisonnées ou non (§-5 et, 6); 
donnent des images plus « parlantes » qui dispensent en quelque 
sorte de raisonner, il n’est pas de probléme qu’elles permettent 
de résoudre et qui ne puisse étre résolu au moyen des tubes 
seuls. 

Certains moyens ne conviennent qu’a des images relativement 
simples, c’est-i-dire ou le nombre des zones n’est pas trop élevé. 
Ceci est naturellement vrai surtout du § 1, mais aussi des § 3 
et 4. Au contraire, l’efficacité de Videntification par épuisement 
(§ 2) n’est pas limitée par le nombre des zones de précipitation 
puisque l’effet de l’épuisement est de faire disparaitre certaines 
zones, et par conséquent de simplifier image. (Nous en avons 
antérieurement donné un exemple : (84], fig. 17.) 

‘La plupart de ces moyens (ceux des § de 2 a 6) conviennent 
au cas ot le nombre de solutions d’antigénes a comparer est 
relativement restreint, et en particulier au cas ot. ce nombre 
est de deux. Remarquons que les cuves a faces paralléles, 
et, d'une maniére générale, les moyens qui consistent 4 faire 
réagir deux ou plusieurs solutions d’antigéne, dans le méme 
milieu gélifié, avec ’immunsérum, permettent théoriquement de 
faire réagir coéte a cdte un nombre plus grand de solutions 
d’antigénes ; mais que les réactions de deux solutions ne peuvent 
élre comparées avec streté que si elles sont voisines dans le méme 
milieu. Une place a part doit done étre donnée au § 7 (moyen 
tiré des lois quantitatives), pour lequel les conclusions qui 
précédent doivent étre, en quelque sorte, inversées : il est possible 
d’utiliser ce moyen pour comparer deux solutions seulement 
d’antigénes A condition, bien entendu, de les faire réagir avec 
plusieurs immunsérums (au moins deux). On peut arriver ainsi 
a une identification certaine si les circonstaneces sont favorables. 
Mais la probabilité d’un résultat incertain diminue 4 mesure que 
le nombre des solutions d’antigénes &4 comparer augmente. Ainsi 
le fait que VPidentification doit porter sur un grand nombre de 
solutions d’antigénes, loin d’étre un inconvénient ou une source 
de difficultés comme pour les moyens précédents, est ici une 
circonstance favorable, et la certitude des résultats est encore 
accrue si le nombre des immunsérums avec lesquels on fera réagir 
ces solutions d’antigénes est plus grand. L’ensemble des réactions 
a faire en pareil cas est sans doute assez grand, mais le probléme 
de Videntification ne Vaugmente ni ne le complique. 

Nous avons insisté & maintes reprises [29, 34] sur le caractére 
minimum du dénombrement, au moyen de la précipitation spéci- 
fique, des antigénes présents dans un mélange,: sous réserve 
naturellement que toutes les causes d’erreur puissent étre élimi- 
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nées avec certitude, ce qui semble bien étre le cas de la diffusion 
simple en tubes. Ce caractére minimum est dda principalement 
au fait que si un liquide donné contient un nombre important de 
constituants dont les concentrations et les pouvoirs antigéniques 
peuvent étre trés différents, on ne peut guére espérer obtenir 
par un seul type d’ immunisation contre ce liquide, la formation 
chez l’animal immunisé d’anticorps 4 une concentration suffisante 
contre tous les constituants pour permettre leur étude. Une étude 
approfondie doit par conséquent comporter l’immunisation d’un 
certain nombre d’animaux contre des solutions ou mélanges 
différents d’antigénes, qui peuvent étre par exemple des échan- 
tillons différents ou des fractions différentes du méme type de 
mélange. Il importe également de choisir entre les immunsérums 
de différents animaux immunisés de la méme maniére avec des 
réponses souvent trés différentes. 

Il résulte de ceci qu’une étude approfondie d’un type donné 
de mélange d’antigénes nécessite la réaction d’un nombre impor- 
tant de solutions d’antigénes avec un nombre important d’immun- 
sérums, ce qui serait sans utilité si on ne pouvait identifier dans 
toutes ces réactions les zones a rapporter aux mémes antigénes. 
La technique d’identification exposée au § 7 a l’avantage de 
répondre a ces nécessités. Dans l'étude, que nous avons entre- 
prise, des constituants du sérum humain, a laquelle s’appliquent 
en particulier les remarques qui précédent, cette technique 
identification s’est révélée irremplacable [84]. Mais elle peut 
aussi se montrer trés efficace dans des études comportant un 
nombre plus restreint de solutions d’antigénes et d’immunsérums. 

§ 9. Cas particulier de deux antigénes donnant une réaction 
croisée avec limmunsérum. — Si les deux solutions S, et S, 
qu’on fait réagir avec un méme immunsérum contiennent, S, un 
antigéne G homologue de l’immunsérum, S, un antigéne G’ 
hétérologue de l’immunsérum, les résultats des techniques d’iden- 
tification exposées ci-dessus pourront étre modifiés. 

La technique d’épuisement par S, contenant G’ ne fera pas 
disparaitre complétement la zone G, comme il a été dit au § 2 
ci-dessus, puisque cet épuisement laissera persister les anticorps 
anti-G non précipitables par G’. La technique d’enrichissement ou 
de mélange (§ 3) pourra faire apparaitre une zone supplémentaire 
lorsque la concentration de l’antigéne G’ sera suffisante par 
rapport a celle de G [29]. 

Dans une cuve a faces paralléles du type décrit ci-dessus (§ 6), 
la réaction des solutions S, et S, gélosées et placées céte a céte, 
avec ’immunsérum, donnera une image du type de celle de ta 
figure 8, planche I. La zone de l'antigéne homologue de l’immun- 
sérum (albumine de sérum de cheval dans Vexemple choisi) 
correspond a la réaction de tous les anticorps du systéme ; elle 
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est bifurquée dans la région du prolongement de Vinterface qui 
sépare les deux solutions d’antigéne. Les deux branches de cette 
bifurcation correspondent a la réaction des deux sortes d’anti- 
corps qu’on peut distinguer dans l’immunsérum : une partie des 
anticorps ne réagit pas avec l’antigéne hétérologue et donne une 
image analogue a celle qui a été décrite plus haut (§ 6 b), dans 
le cas ot la solution S, ne contient pas l’antigéne -présent dans 
S, ; autre partie des anticorps réagit avec l’antigéne hétérologue 
et donne une image analogue a celle qui a été décrite plus 
haut (§ 6a), dans le cas ot les deux solutions contiennent le 
méme antigéne. Mais il ne s’agit la que d’analogies car, dans 
exemple choisi et dans des exemples semblables, la densité 
de précipité de chacune des deux branches de bifurcation de la 
zone homologue (ou de l'une au moins) est plus faible que ia 
densité de précipité de celle-ci. De plus les densités de précipité 
de ces deux branches seront généralement différentes entre elles : 
dans l’exemple de la figure 8, la zone hétérologue a une densité 
de précipité beaucoup plus faible que celle de l'autre branche 
de bifurcation parce qu’il s’agit d’une réaction croisée entre des 
antigénes d’espéces éloignées (cheval et homme). S’il s’agissait 
d’espéces voisines la branche de bifurcation supérieure (du cété 
de la solution d’antigéne) serait probablement la moins dense. 


IDENTIFICATION DES ZONES DE PRECIPITATION 
APPARUES DANS LES REACTIONS D'UNE MEME SOLUTION D’ ANTIGENES 
AVEC PLUSIEURS IMMUNSERUMS. 


I] s’agit ici, en quelque sorte, d’identifier plutot des anticorps 
que des antigénes, et ce probléme est sans doute moins souvent 
posé. Comme on s’efforce généralement, dans la diffusion simple, 
de réaliser un excés d’antigéne, l’essentiel de la différence entre 
le présent probléme (identification des anticorps) et le probléme 
précédent (identification des antigénes) est que les substances 
quil s’agit maintenant d’identifier ne font plus partie ici du 
réactif en excés, contrairement au cas précédent. 

Ce probléme n’est donc pas exactement symétrique du _précé- 
dent et les moyens d’identification qui seraient suggérés si, dans 
la partie qui précéde, on remplagait les mots « antigéne » par 
« anhcorps », et « solution dantigéne » par « immunsérum » 
aeons Sea pas nécessairement. On comprend aisément que 

x des § 1, 2, 4, 5 ne conviendraient pas. Au contraire, au prix 


i celle interversion, les moyens décrits aux § 3, 6, 7 pourraient 
convenir. 


En ce qui concerné les réactions comparées de mélanges 
appropriés d’immunsérum, ce moyen, analogue a celui du § 3 
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ci-dessus, a été utilisé dans des applications par Telfer et 
Williams [44]. Un exemple en est donné planche I, figure 10. 


Un bon moyen d’identification consiste, en principe, a utiliser 
les cuves décrites au § 6 ci-dessus (voir un exemple pl. I, fig. 6). 

On coulera d’abord la solution gélosée d’antigéne, puis les deux 
couches (ou plus) d’immunsérums gélosés. En fait, nous avons ren- 
contré une difficulté technique qu’on doit sans doute s’attendre A 
rencontrer lorsque le réactif en excés est coulé le premier dans les 
cuves : l’enduit sec qui tapisse les parois internes des cuves assure 
Vadhérence aux parois de la premiére couche que recoivent les cuves, 
mais une fois la premiére couche en place, il se dépose sur le reste 
des parois une rosée d’eau de condensation qui fait perdre son effica- 
cité 4 l’enduit dont les parois sont tapissées. Cette difficulté pratique 
est diminuée mais non toujours supprimée lorsqu’on laisse un certain 
temps la surface de la couche de solution gélosée d’antigéne se dessécher 
avant de couler les couches d’immunsérum. Elle serait sans doute 
tout a fait supprimée si l’on utilisait comme substance gélifiante la 
gélatine, dont le gel adhére au verre, au lieu de l’agar. Mais la gélatine 
doit étre utilisée 4 une concentration beaucoup plus forte que Il’agar, 
et l’expérience montre que la sensibilité de la réaction est plus faible, 
certaines zones faibles mais visibles en milieu gélosé ne se yoyant pas 
en milieu gélatiné. 


La technique décrite au § 7 ci-dessus (superposition des images 
de plusieurs séries de tubes ou de leurs calques) nécessite, comme 
on l’a vu, l’emploi non seulement de plusieurs solutions d’anti- 
génes, mais encore de plusieurs immunsérums. C’est dire quelle 
a pour résultat aussi bien l’identification des anticorps que celle 
des antigénes, et le moyen déja décrit remplit ce double but. 
Cependant, on peut avoir spécialement en vue l’identification des 
anticorps contenus dans plusieurs immunsérums ; ce peut étre 
‘le cas par exemple, aprés une immunisation, pour comparer les 
sérums de plusieurs animaux ou les saignées successives d’un 
méme animal, ou pour comparer des immunsérums obtenus par 
des types d’immunisation différents. Il peut étre plus commode 
alors d’organiser les réactions de la maniére suivante, un peu 
différente de celle qui a été décrite au § 7: on fera plusieurs 
séries de tubes, les tubes d’une méme série contenant par exemple 
la méme solution d’antigénes 4 la couche supérieure, et des 
immunsérums différents dans le gel, la solution d’antigénes 
distribuée A la couche supérieure variant d’une série a l’autre 
(pl. I, fig. 9, A, B, C). A cette différence prés, le moyen est le 
méme. Il peut arriver, surtout si les animaux sont d’une méme 
lignée, que leurs réponses a |’immunisation soient trés semblables ; 
en pareil cas, le moyen dont il s’agit peut devenir a la fois ineffi- 
cace puisqu’il repose sur des différences, et superflu puisque 
Videntification devient évidente. 
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II. — Diffusion simple en plaques de gel. 


Cette technique est peu employée. Elle nécessite une consom- 
mation des réactifs, particuliérement de celui qui est incorporé 
au gel, sensiblement plus grande que dans les tubes, sans qu’tl 
paraisse en résulter d’avantages nets. D’autre part, la compa- 
raison des résultats observés est naturellement moins commode, 
et leur enregistrement photographique plus laborieux (4). 

En outre, cette technique parait moins bien adaptée a des buts 
quantitatifs ; pour obtenir des résultats quantitatifs bien repro- 
ductibles, il faudrait en effet que l’épaisseur de la couche de gel 
soit rigoureusement constante, comme le sont le diamétre des 
tubes et les dimensions intérieures des cuves a faces paralléles. 
D’autre part, la diffusion se faisant dans deux dimensions a partir 
d’un réservoir dont la profondeur n’est pas supérieure a celle 
de la couche de gel (5), il semble difficile que la concentration 
iniliale du réactif diffusant puisse étre considérée comme constante - 
pendant un temps de quelque importance. Les lois quantitatives 
sont théoriquement analogues sans étre identiques a celles de la 
diffusion simple en tubes, mais 1] ne semble pas qu'une étude 
en ait été entreprise. 

‘La plupart des moyens d’identification exposés plus haut 
devraient sans doute pouvoir étre, mutatis mutandis, utilisés en 
principe plus ou moins commodément dans la diffusion simple en 
plaques, sous les réserves qui précédent. La réaction, dans des 
régions voisines du méme milieu, de deux solutions d’antigéne 
peut étre réalisée ici au moyen de deux réservoirs disposés au 
voisinage Pun de l’autre (6). Ce moyen, comparable a celui du 


(4) Nous avions suggéré en 1948 la photographie par contact pour 
les réactions en cuves a faces paralléles ([29], p. 39) ; cette technique, 
qui a été employée depuis par Elek [40] et par des utilisateurs de la 
diffusion double en plaques, pourrait évidemment étre employée aussi 
dans ce cas mais, qu’il s’agisse de ce type de photographie ou du type 
habituel, plus sensible, on ne pourrait obtenir qu’au prix de montages 
trés laborieux des séries comparatives d’images photographiques sem- 
blables 4 celles qu’on obtient aisément avec les tubes. 

(5) On peut essayer de porter reméde a ceci au moyen, par exemple, 
d’un cylindre partiellement enfoncé dans le gel et servant de réservoir, 
mais alors la diffusion ne se fait que par une fraction de l’épaisseur 
de la couche de gel et encore est-il sans doute difficile de faire en 
sorte que cette fraction soit constante d’une expérience 4 l’autre. 

(6) Nous avons signalé, en 1952 [34], que Petrie [35] avait observé 
la coalescence des zones de précipitation développées autour de colonies 
voisines, 4 une époque (1932) ou cette coalescence ne pouvait servir 
a Videntification des zones puisque leur signification n’était pas inter- 
prétée comme elle l’est depuis 1946 ; et que ce moyen possible d’iden- 
tification ne semblait pas avoir été utilisé dans la présente technique. 
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§ 6 ci-dessus, en est pourtant un peu différent parce que les 
deux sources de diffusion ne peuvent pas, ici, étre contigués, et 
que, par conséquent, il s’agit ici, non pas d’une zone de préci- 
pitation unique dés le début de la réaction, mais de deux zones 
qui deviennent coalescentes au bout d’un certain temps (ce qu’on 
retrouvera plus loin dans ‘la diffusion double en plaques). Cette 
coalescence n’est évidemment possible que pour des zones de 
précipitation qui ont alteint une distance suffisante de l’origine. 


III. — Diffusion double en tubes et en cuves 
a faces paralléles. 


Bien que le principe de cette technique ait été suggéré depuis 
1946 [27], elle n’est pratiquement utilisée que depuis 1951 [87, 24]. 

Le fait que les zones n’apparaissent qu’aprés un temps plus 
ou moins long, avec un aspect et une densité de précipité qui 
varient, ne permet pas d’utiliser le moyen d’identification décrit 
au § 1. D’autre part, les lois de la progression des zones ne 
sont pas connues, mais sont évidemment trés différentes de celles 
de la diffusion simple, ce qui élimine le moyen décrit au § 7. 

‘Les autres moyens sont en principe applicables, en particulier 
l’épuisement, qui peut porter sur l’antigéne ou sur lanticorps 
selon l’excés de l’un ou de l'autre. 

Les cuves a faces paralléles décrites aux § 5 et 6 peuvent servir 
avec la présente technique (7) [voir en particulier § 6 et fig. 2 
la technique d’utilisation, adaptée 4 la diffusion double, des cuves 
que nous avons décrites]. La contiguité des sources de diffusion 
(ou leur quasi-contiguité dans les cuves du § 5) a pour consé- 
quence que, lorsqu’un méme antigéne diffuse a partir de deux 
sources voisines, il donne naissance 4 deux zones de précipitation 
qui se continuent l’une dans l'autre aussit6t que formées (ou pour 
mieux dire A une seule zone). La figure 7, planche I, donne un 
exemple de diffusion double en tubes et en cuves a faces 
paralléles. 


IV. — Diffusion double en plaques de gel. 


La diffusion double en plaques de gel a été employée en vue 
de l’analyse immunochimique depuis 1949 [40, 23-25]. Le probleme 
nest pas, ici, sensiblement différent de celui qui précéde, en 
ce que lidentification ne peut, pour les mémes raisons, reposer 
ni sur le seul aspect des zones, ni sur des considérations quan- 


titatives. 


(7) Oakley a indiqué avec peu de détails l’emploi de cuves & faces 
paralléles [20]. 
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Parmi les autres moyens que nous avons étudiés plus haut, q 
semble que les seuls utilisés aient été l’épuisement et la réaction 
de plusieurs solutions d’antigénes (ou de plusieurs immunsérums) 
dans le méme milieu gélifié. L’épuisement peut se faire comme 
au § 2. Bjorklund a préféré dans certains cas incorporer dans 
le gel avant le début de l’expérience « 4 une concentration appro- 
pri¢e » lantigéne dont il veut empécher la zone de précipilation 
de se produire ; il considére ce procédé comme plus avantageux 
que le précédent, qui nécessiterait selon lui une recherche 
préalable laborieuse des proportions optimales {4]. On a vu au 
§ 2 que cette recherche n’était pas nécessaire. De plus, si la 
concentration de l’antigéne incorporé au gel était trop faible pour 
assurer l’inhibition compléte de la précipitation, il se dévelop- 
perait, autour du réservoir d’immunsérum, une zone de diffusion 
simple qui compliquerait l'image a interpréter. 

‘La réaction de plusieurs solutions d’antigénes diffusant au sein 
du méme milieu A partir de plusieurs réservoirs est, en fait, 
le moyen d’identification le plus employé. Chaque zone apparait 
au bout d’un temps variable puisqu’il s’agit de diffusion 
double (8). De plus les deux réservoirs qui contiennent le méme 
antigéne étant séparés par une certaine distance, lantigéne qui 
diffuse & partir de deux réservoirs donne d’abord deux zones. 
Lorsque ces deux zones arrivent, par leurs extrémités, au voisi- 
nage l’une de l’autre, ce qui peut se produire au bout d’un temps 
trés variable, elles s’infléchissent pour devenir coalescentes. Au 
contraire, si des antigénes distincts diffusent a partir des deux 
réservoirs, l’évolution de chacune de leurs zones n’est pas modifiée 
par la présence de l'autre zone ; ceci est une conséquence du 
principe général que nous avons établi en 1946 et selon lequel 
les zones de deux antigénes distincts évoluent d’une maniére 
indépendante. La disposition des réservoirs peut étre plus ou 
moins favorables 4 la coalescence des zones (9); il est évident, 
par exemple, que la proximité des réservoirs d'antigéne est 
favorable & une coalescence précoce. 


(8) Un type un peu particulier de cuves a été proposé par Jennings 
et Malone [44] en vue de diminuer le temps d’apparition des zones : 
les réactifs y diffusent & partir des trois cétés d’un triangle équilatéral. 

(9) Nous préférons le terme purement descriptif mais correct et 
approprié de coalescence a l’expression « réaction d’identité » & laquelle 
on oppose parfois, comme son contraire, une prétendue « réaction de 
non-identité » dans le cas ot un anticorps qui réagit avec un antigéne 
ne réagit pas avec un autre, ce qui est en somme une absence de 
réaction avec ce deuxitme antigéne. Mais surtout le terme de coales- 
cence partielle nous parait infiniment préférable & l’expression « iden- 
tité partielle » qui associe deux termes contradictoires, Videntité ne 
pouvant étre que totale. 
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Si deux antigénes donnent, l’un une réaction homologue, 
Pautre une réaction hétérologue avec limmunsérum, la coales- 
cence de leurs zones ne sera que partielle (9), puisqu’elle 
n’intéressera que la réaction des anticorps qui peuvent réagir 
avec les deux antigénes [26, 34]. Ce raisonnement est analogue 
a celui qui a été fait plus haut dans la discussion de la figure 8, 
planche I, avec la différence que les conséquences a tirer des 
densités de précipité comparées des différentes parties de la zone 
de précipitation seraient plus incertaines ici ot les densités de 
précipité dépendent d’autres variables que la concentration initiale 
des anticorps. 

La coalescence peut naturellement servir A identifier les zones 
dues a la réaction d’une méme solution d’anligéne avec deux 
immunsérums. 


Résumé. 


1° Qn rappelle l’origine de Vanalyse immunochimique par !a 
méthode des gels et ses buts : dénombrement et identification des 
antigénes contenus dans un mélange. On étudie les différents 
moyens de réaliser J identification, entendue essentiellement 
comme la reconnaissance de la zone de précipitation d’un méme 
antigéne dans des réactions qui différent les unes des autres, 
soit par la nature de la solution d’antigénes, soit par la nature 
de ’immunsérum ou de la solution d’anticorps. 

2° Ces moyens d’identification sont classés en quatre catégories 
et discutés dans le cas des différentes techniques. On prend pour 
type de description la diffusion simple en tubes et en cuves 
a faces paralléles (1), technique a laquelle peuvent convenir les 
quatre catégories de moyens d’identification : 

A. Par l’aspect de la zone de précipitation, § 1; 

B. Par changement de la concentration de certains antigénes 
ou de certains anticorps (y compris par épuisement), § 2, 3, 4; 

C. Par la réaction, dans le méme milieu gélifié, de deux ou 
plusieurs solutions d’antigénes ou d’anticorps, § 5, 6; 

D. Par des comparaisons tirées des lois quantitatives, § 7. 

3° On expose ensuite ceux des moyens ci-dessus (A, B, C, D) 
qui peuvent s’adapter aux trois aulres techniques de précipitation 
en milieu gélifié : 

II. — Diffusion simple en plaques de gel (A, B, C). 

III. — Diffusion double en tubes et en cuves a faces paral- 
leles (B, C). 

IV. — Diffusion double en plaques (B, C). 

4° Certains de ces moyens d’identification n’avaient pas encore 
été décrits. Les uns utilisent des cuves a faces paralléles non 
cloisonnées qui permettent de faire réagir céte a céte plusieurs 
solutions gélosées d’antigénes avec le méme immunsérum gélosé, 
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particuliérement dans la diffusion simple (I, § 6, p. 987, fig! 
3 et pl. I, fig. 5, 6 et 8; et III, p. 549, fig. 2 et pl. I, fig. 7). 
Les autres sont tirés des lois quantitatives de la progression des 
zones de précipitation dans la diffusion simple en tubes et 
s’appliquent particuliérement au cas ou un nombre important de 
solutions d’antigénes réagissent avec un nombre important 
d’immunsérums (I, § 7, p. 540, fig. 5 et pl. Il). 


SUMMARY 
1° The origin of the immunochemical analysis by the gel 
method and its purposes — namely the enumeration and identi- 
fication of the antigens in a mixture — have been summarized. 


The different means of identification have been described, where 
identification is understood essentially as the recognition of the 
zones of precipitation in reactions which differ from each other, 
either by the nature of the antigen solution or by the nature of 
the immune serum. 

2° These different means of identification are classified in four 
categories and discussed in the case of the different techniques. 
The four following categories of identification are described in 
detail for the technique of simple diffusion in tubes and cells (1) : 

A. Identification by the aspect of the zone of precipitation, § 1 ; 

B. By the changes of concentration of certain antigens or anti- 
bodies, including changes by absorbtion, § 2, 3, 4; 

C. By the reaction in the same gel of two or more solutions 
of antigens or antibodies, § 6, 7; 

D. By comparisons derived from quantitative laws, § 7. 

3° Certain of these four means of identification (A, B, C, D) 
can be adapted to the three other techniques of precipitation in 
eels : 

II. — Simple diffusion in gel plates (A, B, C). 

III. — Double diffusion in tubes and cells (B, C). 

IV. — Double diffusion in gel plates (B, C). 

4° Several of these means of identification have not been pre- 
viously described. Some of these utilize non-partitioned cells 
which permit the side by side reaction of several gelled solutions 
of antigens with the same immune serum, particularly in the 
case of simple diffusion (I, § 6, p. 537, fig. 1, 8 and pl. I, fig. 5, 
6, and 8; III, p. 549, fig. 2 and pl. I, fig. 7). Others are 
derived from the quantitative laws of precipitation in the case 
of simple diffusion in tubes, and apply particularly to the case 
of a large number of antigen solutions reacting with a large 
number of immune sera (I, § 7, p. 540, fig. 5 and pl. II). i" 
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LEGENDES DES PLANCHES 


Prancne I, Fie. 5. — Réaction, cdte a cote, de deux solutions gélosées d’anti- 
génes avec le méme immunsérum dans une cuve 4 faces paralléles (§ 6 et fig. 1 
et 2, diffusion simple) comparée avec leur réaction dans deux tubes. Parmi les 
cing zones gu’on observe dans la cuve, deux sont du type a, de la fig. 3, une 
du type b et deux du type c. Les traits blancs indiquent les interfaces. 


Fic. 6. — Réaction, cdte A cdte, de deux iminunsérums avec une méme solution 
d’antigénes dans une cuve & faces paralléles décrite fig. 1, comparée avec leurs 
réactions dans deux tubes. Parmi les 4 zones de précipitation visibles dans la 
cuve, deux sont dues & des anticorps qui ne se trouvent que dans un des deux 
immunsérums. L’anticorps contre un troisiéme antigéne se trouve dans les deux 
sérums, 4 des concentrations voisines. L’anticorps contre le quatritme antigéne 
existe dans les deux sérums mais, dans le sérum de gauche, 4 une concentration 
tres faible, décelée seulement par une inflexion de la frontiére (la plus basse). 


Fic. 7. — Réaction, cdte a cdte, de deux solutions d’antigtnes avec un méme 
immunsérum dans une cuve a faces paralléles du type de la fig. 2 (diffusion 
double), comparée 4 leur réaction dans deux tubes. L’un des deux antigénes 
présents se trouve dans les deux solutions, plus concentré & gauche qu’a droite ; 
lautre antigéne, dont la réaction est indépendante du premier, ne se trouve 
que dans la solution de droite. 


Fic, 8. — Réaction croisée, cdte & cdte, dans une cuve du type de la fig. 1, d’albu- 
mine de sérum de cheval (A gauche) et d’albumine de sérum humain (a droite), 
avec un immunsérum anti-albumine de cheval. La zone de précipitation, unique 
4 gauche, se bifurque 4 droite ; les deux branches représentent les anticorps qui 
réagissent (en bas) et qui ne réagissent pas (en haut) avec l’antigine hétérologue, 
ces derniers élant de beaucoup les plus abondants. 


Fic. 9. — Les sérums de trois lapins immunisés de la méme maniére réagissent, 
dans les trois tubes voisins de chacune des séries A, B et C, avec trois solutions 
d’antigénes (fractions) différentes dans les trois séries. Les zones dues au méme 
antigeéne sont réunies par un trait blanc, plein pour un antigéne, pointillé pour 
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Fic. 9 C. 
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Vautre. Cette identification a été faite suivant le principe exposé au § 7, 


p- 540 et p. 547, et fig. 4. 


Fic. 10. — Identification de la zone d’un méme antigtne dans les réactions de 
deux immunsérums (premier et troisitme tubes), avec une méme solution 
d’antigénes. Le deuxiéme tube contient le mélange des deux sérums, chacun 
d’eux y étant 4 la méme concentration que dans le tube voisin. On a réuni 
par un trait blanc les frontiéres de la zone du méme antigéne, présente dans 
les trois tubes. Sa pénétration est minimum dans le deuxitme tube parce que 
la concentration de l’anticorps y est maximum. Les deux autres zones ont la méme 
pénétration dans les deuxiéme et troisitme tubes. On a évité les effets non 
spécifiques en faisant en sorte que la concentration totale de sérum de lapin, 
neuf ou immun, soit la méme dans les trois tubes. 


Prancne II. — Quatorze solutions d’antigénes différentes réagissent, dans les 
quatorze tubes (a, b, c...) de chaque série, avec trois immunsérums différents 
dans les trois séries A, B et C. Comme il a été exposé au § 7, p. 542, un calque 
pris sur les frontiéres des zones d'un méme antigéne dans une série se super- 
pose, sous réserve d’un décalage de |’interface, aux frontiéres du méme anti- 
gene réagissant dans une autre série. On identifie aisément dans les séries B 
et C les zones qui correspondent 4 la zone unique de la série A. Une autre 
zone présente dans tous les tubes sauf deux de la série B (trait pointillé blanc) 
est identifiée A la zone correspondante de Ja série C (voir fig. 4). Il reste dans la 
série C la zone d’un quatritme antigéne, aisément identifiable par élimination 
dans presque tous les tubes, et cette identification serait confirmée par la compa- 
raison avec d’autres séries. I] reste aussi, dans la série B, deux zones présentes 


dans certains des premiers tubes. 


MISE EN EVIDENCE 


D'UN ETAT D'ISO- OU D’AUTO-SENSIBILISATION 
AU MOYEN DU CHOC ANAPHYLACTIQUE (°) 


par Guy VOISIN et Atbert DELAUNAY (**). 


(Laboratoire d’Immunopathologie de l Hépital Saint-Antoine 
[professeur agrégé KouriLsky] 
et Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


A qui se préoccupe de produire expérimentalement une auto- 
sensibilisation par injection d’extraits d’organes (mélangés avec 
des substances adjuvantes) deux critéres se présentent 

1° Le premier, d’ordre anatomo-pathologique, repose sur 
Vapparition éventuelle de lésions électives dans l’organe qui 
correspond 4 celui dont provenait |’extrait injecté (ces Iésions 
paraissant traduire la nature spécifique des processus qui les 
entrainent) ; 

2° Le second, d’ordre immunologique, consiste en l’apparition, 
chez les animaux en expérience, de témoins d’une sensibilisation 
vis-a-vis de l’extrait utilisé. 

Le premier test semble étre de grande valeur pour certains 
organes comme le cerveau. Au contraire, eu égard aux testicules, 
nous pensons qu'il doit étre considéré parfois comme un guide 
insuffisamment str, car la structure de ces formations fragiles 
peut étre déja altérée sous la seule influence d’agressions non 
spécifiques {4}. Un critere d’ordre immunologique serait donc 
ict de grande importance. Nous en avons étudié plusieurs. 
Aujourd’hui, nous voudrions parler de l’un d’eux : le choe ana- 
phylactique, car il nous a déja donné un assez grand nombre de 
résultats intéressants. 

Pourquoi avions-nous admis, a priori, lintérét de ce critére ? 
Parce que les auto-anticorps éventuellement formés dans un 
organisme ont toutes les chances de se trouver, au moins en 
partie, fixés par les cellules (endothéliales ?) et que le choc ana- 
phylactique met précisément en jeu, selon toute vraisemblance, 
des anticorps également fixés. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1955. 
(**) Travail de 1’Association Claude-Bernard. 
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Essentiellement, nous avons procédé de la maniére suivante. 
Des cobayes ont recu, par voie sous-cutanée, intramusculaire ou 
intrapéritonéale, un broyat d’organe autologue (provenant de 
animal lui-méme), ou homologue (provenant d’un autre animal 
de la méme espéce), mélangé a des substances adjuvantes. Trois 
semaines plus tard, un extrait aqueux du méme organe (ici encore 
autologue ou homologue) était préparé puis injecté par voie endo- 
veineuse chez des animaux sensibilisés. 

Ce que nous avons observé alors, voici précisément ce que 
nous voudrions exposer. Au total, nos expériences ont porté sur 
560 cobayes, dont environ 200 témoins. 


METHODES EXPERIMENTALES 


1° SENSIBILISATION DES ANIMAUX (COBAYES). — a) Préparation de 
l’émulsion senstbilisante. — Les organes (testicules le plus sou- 
vent, mais aussi reins ou cerveau) sont débarrassés du sang qu’ils 
contiennent et de leurs enveloppes conjonctives, pesés et longue- 
ment broyés au mortier. On ajoute progressivement une quantité 
égale d’eau physiologique (ou parfois d’eau distillée renfermant 
0,25 p. 100 d’acide phénique). 

A ce broyat aqueux est alors incorporée une quantité habituel- 
lement égale (parfois double, parfois moindre) de substances 
adjuvantes du type décrit par Freund (1), selon une technique 
que nous avons déja exposée [41]. L’émulsionnant employé fut 
tantot le Falba (substance proche de la lanoline composée d’esters 
du cholestéro] et d’oxy-cholestérol), tantot ’Arlacel A (de la série 
des oléates de sorbitol). 

Finalement, se trouve obtenue une émulsion crémeuse dont la 
composition quantitative est en moyenne la suivante pour | ml 


[BRON MG COMING 5 GS 2 Go th o.5 0 Oud oo Ge 0,16 a 0,33 g 

Ean physiologique ou phéniquée........ 0,46 a 0,33 ml 
JDL OG. 2o258 ey ta aeiylge a lok ied ae ean MO Moens a cecas 0,33 a 0,16 ml 
Huile de paraffine ........ Moe ee 0,33 & 0,46 ml 
Poudresdesmycobacteriesay 215-0 ne) ners) 100 a 0,66 mg 


ou encore : 


Broyauacorganoesee ecm ene ee ce) fee ee 0,16 a 0,33 g 

Eau physiologique ou phémiquée ....... 0,146 a 0,33 ml 
Ar lace pAL wearer eee Oe ae ue ons, fel Soke 0,10 & 0,07 ml 
Hutlesdes pare lin oman commer yao n tr oe on ako eard 0,56 a 0,27 ml 
Poudreidemycobactériess. <3: 2. 1 6. 400 a 0,66 mg 


(1) Les substances adjuvantes de Freund comprennent de l’huile de 
paraffine, une tres faible quantité de mycobactéries en poudre, enfin 
un émulsionnant. Elles doivent réaliser, lorsqu’on leur ajoute une 
phase aqueuse, une émulsion du genre « eau dans huile » dont la 
résorption dans les tissus, du fait méme de sa constitution, est extré- 
mement ralentie. 
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Dans quelques cas, nous avons utilisé, 4 la place des substances 
adjuvantes de Freund, de l’hydroxyde d’alumine obtenu a l'état 
naissant en ajoutant a de l’alun d’ammonium a 1 p. 100 
(mélangé dans un premier temps au broyat d’organe) de la 
soude, normale d’abord puis décinormale. Dans ces conditions, 
la composition quantitative du mélange est approximativement 
la suivante (pour 1 ml) : 


Broyat d’organe. . 0,40 
Eau physiologique . Be ee UR OS qin 
MUTA CRMC VIN Bn oh G6 of 6 Se Ce SR ara 
NaOH (évaluée en NaOH normale) . 0,025 ml 

» b) Injection aux animaux. — Les cobayes recoivent de 0,5 ml 


a 1,5 ml (plus rarement, 3 ml) d’une des préparations ci-dessus, 
en injection sous-cutanée, intramusculaire ou intrapéritonéale ou, 
souvent, par plusieurs de ces voles en méme temps. La _ voie 
intrapéritonéale fut la plus utilisée. Habituellement, une seule 
injection était pratiquée. Parfois, plusieurs injections eurent lieu 
a quelques jours d’intervalle. 


2° PERIODE DE LATENCE. — Les animaux sont gardés sous une 
étroite surveillance et, ce qui est vrai surtout pour les derniéres 
expériences, pesés de temps 4 autre. 


3° INJECTION DECHAINANTE. — a) Préparation de  JUeztrait 
d’organe. —- Les organes de cobaye (frais habituellement mais, 
parfois, aprés avoir été conservés 4 — 20°) sont débarrassés du 
sang et de leurs enveloppes conjonctives. Ils sont pesés et lon- 
guement broyés au mortier avec du sable de Fontainebleau. On 
ajoute progressivement une quantité d’eau physiologique habi- 
tuellement double du poids d’organe (cette proportion, variable, 
sera précisée pour chaque série d’expériences). Le broyat homo- 
géne est ensuite centrifugé vingt a trente minutes 4 6 000 tours. 
Le surnageant est filtré sur gaze ou sur papier filtre. Le liquide 
finalement obtenu n’est pas clair, mais translucide. 


b) Injection de extrait. — Le cobaye une fois fixé sur le pla- 
teau a contention, la veine postéro-interne de la cuisse est 
dénudée. Injection intraveineuse. Le comportement de |’animal 
est surveillé pendant les dix minutes qui suivent. En cas de choc 
mortel, l’'autopsie a été pratiquée, non systématiquement, mais 
trés souvent. Etude : 1° de l’état des poumons ; 2° de l'état du 
sang dans les vaisseaux. : 

Ajoutons, en ce qui concerne les animaux témoins, que plu- 
sieurs expériences de contrdle ont été mises en ceuvre et, en régle 
générale, simultanément. 
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1° Injection intraveineuse chez des animaux neufs (en bon état 
ou dans un état médiocre) de l’extrait aqueux utilisé par ailleurs 
chez les animaux préparés ; 


2° Injection intraveineuse identique chez des animaux qui 
avaient regu au méme moment et par les mémes voies que les 
animaux préparés, comme il a été dit ci-dessus, l’injection d’un 
liquide dans lequel le broyat d’organe avait été remplacé par de 
eau physiologique ou par le broyat d’un autre organe ; 


3° Chez des animaux préparés, injection intraveineuse d’un 
extrait aqueux provenant d’un organe différent de celui utilisé 
pour la « sensibilisation ». 


4° A titre de controle encore, furent pratiquées des injections 
intraveleuses « croisées », dans deux ou trois séries d’animaux 
« sensibilisés » le méme jour 4 un organe différent pour chaque 
série. 


RESULTATS 


On peut les répartir en trois groupes, aussi bien d’aprés leur 
ordre d’ancienneté que d’aprés leur caractére, positif ou négatif. 


Premier groupe. 


Ces résultats sont obtenus dans trois séries d’expériences faites 
durant l’été et l’automne 1953. Ils nous parurent, 4 l’époque, 
tellement encourageants que nous crimes bon de les consigner 
dans un pli cacheté, déposé 4 l’Académie des Sciences en octobre 
1953 (n° 13140). 


Voici, avec quelques détails, ce qui fut observé au cours de 
ces expériences. 


PremizRe série (portant sur 21 cobayes). — Seize cobayes 
femelles sont « sensibilisés », le 13 mai 1953, par une double 
injection sous-cutanée et intramusculaire, d’un broyat testiculaire 
homologue en émulsion dans des substances adjuvantes (1,5 ml 
au total pour chaque animal). Nous avions choisi des femelles 
pour que les anticorps éventuellement formés n/’aillent pas se 
fixer sur les testicules et restent ainsi accessibles a l’antigéne qui 
devait étre injecté ultérieurement par vole intraveineuse. Cinq 
cobayes-témoins recoivent une injection semblable mais, ici, le 
broyat testiculaire a été remplacé par de ]’eau physiologique. 

Vingt et un jours plus tard, 11 sur les 16 cobayes précédents 
(2 étaient morts entre temps; chez 3 autres, des impossibilités 
techniques furent rencontrées) recoivent, par vole intravelneuse, 
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1 ml d’un extrait testiculaire préparé selon la technique décrite 
plus haut fextrait aqueux dit « au 1/3 »] (2). 

Dans ces conditions 

3 cobayes font un choc anaphylactique typique et mortel ; 

2 cobayes font un choc anaphylactique typique mais non 
mortel ; 

3 cobayes souffrent uniquement d’un malaise transitoire ; 

Rien a signaler chez les 3 derniers cobayes. 

Résultats observés le méme jour chez les 5 animaux témoins 
apres injection de l’extrait « au 1/3 » : Simple géne d’une durée 
trés bréve. 

Ajoutons a ce qui précéde deux remarques : 

1° Seize jours aprés injection « sensibilisante » (date en prin- 
cipe un peu précoce pour obtenir un choc anaphylactique chez le 
cobaye), 5 animaux avaient recu, par vole endoveineuse, 1 ml 
d’extrait testiculaire (« au 1/3 »). Aucun phénoméne anormal 
n’avait suivi cette injection. 

2° Vingt-sept jours aprés linjeclion « sensibilisante », nous 
faisons une nouvelle injection intraveineuse d’extrait testiculaire 
« au 1/3 » chez les animaux survivants. 

Résultats : Aucun phénoméne anormal chez les 5 témoins ; 

Sur 2 animaux « sensibilisés », n’ayant pas recu d’injection 
intraveineuse le vingt et uniéme jour, dans un cas, rien; dans 
Pautre, géne transitoire ; 

Sur 3 animaux « sensibilisés », qui avaient supporté sans 
dommage injection du vingt et uniéme jour, a nouveau, rien. 

En revanche, un autre animal, qui déja avait réagi le vingt 
et uniéme jour, fait, le vingt-septiéme jour, un autre choc, celui-ci 
encore plus intense. 


DeuxlimME séRIE. — Buts des expéricnces instituées 

a) Savoir si les substances adjuvantes sont vraiment indispen- 
sables pour que prenne place un état d’hypersensibilité anaphy- 
alle vis-a-vis du testicule homologue ; 

b) Savoir si un tel état est bien spécifique d’organe. 

Trente cobayes sont répartis en trois lots de 10. Ils recoivent, 
tous, trois injections simultanées (une par voile sous-cutanée et 
deux par voie intramusculaire) de 1 a 3 ml d’une préparation 
différente selon chaque lot. 


(2) Nous parlons d’extrait au tiers uniquement par commodité de 
langage (cette fraction représente le poids d’organe placé dans le mor- 
tier et rapporté au poids total : organe + eau physiologique qui se 
trouve ajoutée finalement). Il est bien évident que la concentration 
de Vextrait aqueux en produits d’origine testiculaire est infiniment 
moindre, puisque la plus grande partie du tissu passe dans le culot 
de centrifugation. 
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Les cobayes du premier lot recoivent un simple broyat aqueux 
de testicules de cobayes (représentant environ 0,06 g de tissu 
pour chacun des 6 premiers cobayes et de 0,75 g a 1,50 g pour 
chacun des 5 derniers). 

Les animaux du second lot recoivent un broyat de testicules 
de cobaye mélangé 4 des substances adjuvantes (injections repré- 
sentant 40 mg de tissu pour chacun des 5 premiers animaux, 
120 mg pour chacun des 5 derniers). 

Les animaux du troisiéme lot recoivent des injections exacte- 
ment comparables a celles faites dans le second lot, mais le 
broyat de testicule est cette fois remplacé par un broyat de rein 
de cobaye. 

Du dix-huitiéme au vingt-deuxiéme jour aprés_ l’injection 
« sensibilisante », tous ces animaux recoivent, par injection intra- 
veineuse, 1 ml d’un extrait aqueux de rein ou de testicule de 
cobaye « au 1/3 ». 

Résultats. — Sept cobayes « sensibilisés » au rein recoivent de 
extrait testiculaire, trois autres, « sensibilisés » au testicule, de 
V’extrait rénal. Chez ces 10 animaux, aucun choc. 

Dix cobayes « sensibilisés » au testicule recoivent de ]’extrait 
testiculaire. L’un d’eux (du. second lot) fait un choc typique et 
mortel. Un autre (du premier lot) fait un choc non mortel, mais 
typique et intense. Chez plusieurs animaux, géne transitoire mais 
sans choc vral. 

Les 10 cobaves sensibilisés au rein recoivent un extrait rénal. 
Deux font un choc typique, intense, mais non mortel ; deux autres, 
un choc net d’intensité moyenne. 

Conclusions. — Comple tenu des résultats précédents, on peut : 

a) Préciser que les chocs provoqués sont bien spécifiques 
d’organe ; 

b) Ajouter, du moins en ce qui concerne le testicule, que les 
substances adjuvantes ne semblent pas indispensables au déve- 
loppement d’un état d’hypersensibilité. 


TrorsizME siriE. — Buts des nouvelles expériences instituées 

a) Etablir si les cobayes males, sensibilisés au testicule homo- 
logue sont aussi aptes que les femelles a faire un choc anaphy- 
lactique (rien n’interdit d’admettre en principe que des anticorps 
anti-testicules de cobayes, en allant se fixer sur l’organe corres- 
pondant, se mettent hors d’atteinte de l’anaphylactogene) ; 

b) Voir si la sensibilisation du type anaphylactique est capable 
de s’établir, non seulement vis-a-vis des tissus testiculaire et rénal 
homologues (ce qui a été démontré ci-dessus), mais encore 
vis-a-vis de tissus différents (peau et cerveau en l’occurrence) ; 

c) Voir s’il existe, chez des cobayes traités par un broyat 
cérébral homologue, un certain parallélisme entre le développe- 
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ment de l’hypersensibilité anaphylactique et celui de l’encéphalo- 
myélite (maintenant classique) ; 

d) Augmenter le nombre des contréles en pratiquant des injec- 
tions « croisées » variées (injection intraveineuse d’un extrait 
d’organe chez un animal « sensibilisé » a un autre organe). 

Pour ces nouvelles expériences, 27 cobayes sont répartis en 
trois lots de 9. Le 26 juin 1953, ces 27 cobayes recoivent une 
double injection (sous-cutanée et intramusculaire) d’un mélange 
constitué par les substances adjuvantes de Freund et un broyat 
tissulaire, Ja nature de ce broyat variant avec chaque lot. 

Premier lot (4 males, 5 femelles) : broyat de testicule de cobaye. 

Deuxiéme lot (9 males) : broyat de cerveau de cobaye. 

Troisiéme lot (9 males) : broyat de peau de cobaye. 

Proportions des divers éléments présents dans les mélanges et 
doses injectées : exactement celles adoptées dans la premiére 
série d’expériences. 

Apres injection, les animaux sont placés sous surveillance 
étroite. Assez rapidement, ceux traités par le broyat de cerveau 
semblent se porter un peu moins bien que les autres. L’un deux 
est trouvé mort le quatorziéme jour de l’expérience, quatre autres 
présentent, du dix-septidine au vingt-septiéme jour, des para- 
plégies qui témoignent de l’apparition chez eux, d’une encéphalo- 
myélite expérimentale. 

Trois semaines s’étant enfin écoulées, tous les animaux survi- 
vants sont repris et ils recoivent, tous, en injection intraveineuse, 
différents extraits d’organes en eau _ physiologique, extraits 
préparés « au 1/3 » pour le testicule et le cerveau, au « 1/4 » 
pour la peau. 

Observations et résultats. — 1° Chez 7 animaux « sensibilisés » 
au testicule homologue, éprouvés au total par 14 injections intra- 
veineuses d’extrait testiculaire (certains animaux, en effet, ont 
regu, 4 un ou deux jours d’intervalle, deux ou plusieurs injec- 
tions), ont été notés 6 chocs anaphy lactiques ty oa et intenses 
dont un choc mortel (& la premiére injection). Sur ces 6 choes, 5 
(dont le choc mortel) ont eu lieu chez les 5 femelles sensibilisées. 
Le sixiéme choc se produisit chez l’un des deux males qui recurent 
au total cing injections intraveineuses d’extrait testiculaire. Ce 
fait, sans aucun doute, mérite d’étre retenu. 

2° Chez les 8 animaux « sensibilisés » au cerveau homologue 
et traités secondairement par l’extrait cérébral (au total, qua- 
torze injections intraveineuses ont été faites), ont été notés H choc 
ae et mortel, 3 chocs typiques et intenses mais non mortels, 
2 chocs légers, non typiques. 

Les 4 chocs caractéristiques eurent lieu chez les 4 animaux qui 
présentaient une paraplégie (encéphalite expérimentale). Chez les 
4 autres survivants (qui n’offraient pas de symptémes d’encé- 
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phalite), au méme moment, aucun choc. Nouveau fait significatif : 
un de ces derniers animaux est atteint, cinq jours aprés Vinjec- 
tion intraveineuse, d’une paraplégie ; il subit alors une nouvelle 
injection intraveineuse d’extrait cérébral; cette fois, choc ana- 
phylactique intense et caractéristique. Voila certainement un autre 
fait digne, lui aussi, d’étre retenu. 

3° Chez 8 animaux « sensibilisés » A la peau homologue et 
ayant recu trois semaines plus tard, en injection intraveineuse, 
un extrait de peau, ont été notés 2 chocs intenses, 2 chocs moins 
accusés. 

4° Dix-sept injections intraveineuses « croisées » furent pra- 
tiquées (c’est-a-dire injection d’un extrait aqueux d’organe chez 
un animal « sensibilisé » a un autre organe). Dans 15 cas, rien 
a signaler. Dans 2 cas, choc mortel (il s’agissait de 2 animaux 
« sensibilisés » au testicule ayant recu par voie intraveineuse de 
Vextrait de peau). 


5° Ont été faites encore trente injections témoins chez 20 ani- 
maux non « sensibilisés » et d’origines variées (cobayes neufs de 
petite taille, cobayes ayant recu dans le passé une ou plusieurs 
injections de bouillon stérile dans le péritoine, cobayes tubercu- 
lisés). Plus précisément ont été faites treize injections intra- 
veineuses d’extrait de testicule, huit injections d’extrait de cerveau 
et neuf injections d’extrait de peau. 

Aucun choc n’a été observé dans ces conditions. Méritent seu- 
lement d’étre signalés quelques malaises chez deux cobayes aller- 
giques 4 la tuberculine. 

Cette troisiéme série d’expériences achevée, compte tenu éga- 
lement des deux séries précédentes, nous avons cru pouvoir for- 
muler les conclusions suivantes. (Ce sont ces conclusions que 
contenait précisément notre pli cacheté déposé a |’Académie des 
Sciences en octobre 1953). 


1° La recherche d’un choc anaphylactique est une excellente 
méthode, remarquablement sensible, pour mettre en évidence une 
hypersensibilité spécifique vis-a-vis d’un organe, méme quand sont 
en cause des iso- ou des auto-anticorps. 

2° Par cette méthode, utilisée en ce cas pour la premiére fois, 
nous avons pu montrer, en effet, que des animaux peuvent se 
sensibiliser & des substances provenant d’organes homologues 
(c’est-a-dire d’animaux de la méme espéce) et élaborer les anti- 
corps correspondants. 

3° Autre fait nouveau: la méthode du choc anaphylactique 
permet de mettre en évidence, avec netteté, un parallélisme entre 
l’établissement d’un état d’hypersensibilité vis-a-vis du cerveau 
homologue et le déclenchement d’une encéphalomyélite expéri- 
mentale. C’est apporter, du méme coup, un argument trés fort 
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en faveur du role des auto-anticorps dans la pathogénie de cette 
maladie. 

4° Les femelles sensibilisées au testicule de cobaye semblent 
beaucoup plus aptes que les males 4 faire un choc anaphylac- 
tique. Ce fait vient confirmer l’hypothése que nous avions for- 
mulée a priori concernant la fixation possible des anticorps anti- 
testicules sur le propre testicule du cobaye. Nous avons étudié 
ailleurs les lésions testiculaires que de tels anticorps seraient a 
méme d’entrainer [2]. 

5° Derniére remarque. On pourrait parfois se trouver en pre- 
sence d’antigénes spécifiques de tissu communs 4 plusieurs 
organes. Preuve: les deux chocs que nous avons obtenus par 
injections « croisées » (injections d’extrait de peau chez des 
animaux sensibilisés au testicule). Ne pas oublier toutefois, dans 
ces cas, l’action possible du tissu conjonctif ou du sang insuffi- 
samment éliminés. 

Quoi qu’il en soit, au point ow en étaient alors rendues nos 
recherches, 1] devenait logique de tenter d’aller encore plus loin, 
d’essayer par exemple de produire un état d’autosensibilisation 
du type anaphylactique chez des animaux privés dans un premier 
temps d’un organe non vital. Une partie de cet organe serait 
immédiatement broyée et réinjectée au méme animal, en mélange 
avec des substances adjuvantes. Une autre partie conservée 
i -—20°, servirait ultérieurement a préparer [extrait aqueux 
injectable par voie intraveineuse. 

Ce type d’expériences, nous l’avons réalisé pour le testicule et 
pour le rei. Voir quatriéme et cinquiéme série d’expériences. 


QUATRIEME sERIE. — Autosensibilisation au testicule. — Vinet 
cobayes males sont castrés et leurs testicules sont déposés dans 
une sorbeti¢re & — 20°. Quatre jours plus tard, un des deux 
testicules sert & la préparation d’un broyat en eau physiologique 
émulsionné avec des substances adjuvantes de Freund (a base 
de Falba pour 10 cobayes et d’Arlacel A pour les 10 autres). 
Chacun des cobayes castrés recoit alors trois injections simul- 
tanées : deux sous la peau du ventre et une intramusculaire dans 
la masse sacro-lombaire. Autrement dit, chaque cobaye recoit 
une certaine quantité de son propre testicule. Quantités : 0,12 g 
pour 10 cobayes ; 0,25 g pour les 10 autres. 

Vingt et un jours aprés, 17 animaux (2 sont morts entre temps ; 
chez un autre, des impossibilités techniques ont empéché de pra- 
tiquer l’injection) regoivent, par voie intraveineuse, un extrait 
aqueux préparé également a partir de leur propre testicule 
(second organe déposé & — 20°). La concentration de cet extrait 
est au « 1/3 » pour 8 cobayes et varie du « 1/4 » au « 1/10 » 
pour les 9 autres. Un cobaye sur les 8 premiers fait’ un choc 
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marqué. Des 9 autres, 1 fait un choc net (avec un extrait au 1/10) ; 
4 témoignent de malaises non caractéristiques. Rien a signaler 
au méme moment chez 12 cobayes témoins traités par des 
injections des mémes extraits. 

Le septiéme jour suivant: cette opération, une seconde injection 
intraveineuse est faite chez les animaux en expérience avec des 
extraits d’origine autologue (ou homologue quand l’extrait auto- 
logue était épuisé), cela a diverses concentrations s’échelonnant 
de 1/1,5 4 1/1 000. Des injections de méme nature sont pratiquées 
en méme temps chez des cobayes neufs et chez les cobayes 
témoins qui avaient recu par voie intraveineuse, la semaine pré- 
cédente, de ]’extrait de testicule. 

Résultats. — Chez les 14 animaux castrés et sensibilisés, soumis 
a la seconde injection intraveineuse (3 n’ayant pu étre injectés), 
furent observés 4 chocs mortels (il s’agissait d’extrait aqueux de 
testicule homologue a la concentration de 1/3 dans deux cas et 
de 1/1,5 dans les deux autres cas), un choc intense (testicule 
homologue au 1/5) et quelques malaises. 

Chez les 11 cobayes neufs témoins (n’ayant jamais recu d’extrait 
testiculaire par voile intraveineuse), aucun choc. Seulement 
quelques malaises chez un petit cobaye traité par de l’extrait 
alt 5, 

En revanche, chez les 9 cobayes qui, sans avoir été sensibilisés 
au préalable au broyat de testicule, avaient recu sept jours plus 
tot de V’extrait testiculaire dans la veine, une nouvelle injection 
d’un extrait semblable (concentration du 1/1,5 4 1/7) provoqua — 
ce qui fut une surprise pour nous — 1 choc mortel, 2 chocs 
intenses mais non mortels et plusieurs malaises transitoires. 

Conclusions : Une injection de testicule autologue (sous forme 
de broyat émulsionné dans des substances adjuvantes) est done 
capable de sensibiliser un cobaye vis-a-vis d’un extrait de tes- 
ticule homologue. Mais l’injection intraveineuse d’un_ extrait 
aqueux de testicule homologue semble aussi capable d’entrainer 
rapidement le méme état d’hypersensibilité. Dans les deux cas, 
il s’agit d'une hypersensibilité spécifique d’organe. 


CINQUIEME siRIE. — Autosensibilisation au rein. — Une néphrec- 
tomie unilatérale gauche est pratiquée chez 20 cobayes; les reins 
prélevés sont ensuite conservés 4 — 20°. Deux jours plus tard, 
une émulsion de broyat rénal dans des substances adjuvantes est 
faite selon la technique habituelle. Les animaux recoivent alors 
trois injections simultanées du broyat de leur propre rein : l’une 
sous-cutanée, l’autre intramusculaire, la troisiéme  intrapéri- 
tonéale. La dose totale injectée est de 1,5 ml (10 animaux) ou 
de 3 ml (10 animaux), ce qui correspond a des poids de broyat 
rénal de l’ordre de 0,17 g ou de 0,33 g. 
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Vingt-deux jours plus tard, 18 animaux (le dix-neuviéme est 
mort et le dernier n’a pu étre injecté) recoivent par voile intra- 
veineuse un extrait aqueux de rein homologue dont la concen- 
tration s’étend du 1/2 au 1/6. Dix-sept animaux témoins subissent 
des injections idenliques (10 de ces animaux avaient déja recu, 
huit jours plus tot, de lextrait testiculaire homologue — cela 
ad une ou deux reprises — et quelques-uns avaient fait des chocs 
a la seconde injection ; 5 venaient d’étre soumis 4 une ponction 
cardiaque ; 2 enfin étaient neufs mais de petite taille). 

Résultats : Chez les animaux néphrectomisés et sensibilisés, 
2 chocs mortels (concentrations de |’extrait injecté : 1/2 et 1/10) et 
chocs discrets (concentration de l’extrait : 1/3 ou 1/10). 

Chez les animaux témoins, aucun choc. Un seul malaise léger 
fut observé chez un animal qui avait déja regu deux injections 
intraveineuses d’extrait testiculaire. 

Huit jours plus tard, 9 parmi les animaux sensibilisés et 
4 témoins recoivent 4 nouveau une injection d’extrait rénal. On 
observe alors un malaise discret chez un animal sensibilisé ; 
cependant, trente minutes plus tard, l’animal est mort. I] avait 
été traité par un extrait concentré au 1/1,5. Nous aurons plus 
tard 4 revenir sur ce fait. 


vo 


Arrivés & ce point de nos recherches, essayons de dresser un 
bilan d@ensemble. Essentiellement, qu’avons-nous constaté ? 

Chez 89 animaux sensibilisés & un organe donné (d’origine 
homologue ou autologue) et soumis 4 cent quarante-six injections 
intraveineuses d’un extrait aqueux de cet organe, nous avons 
observé 29 chocs (soit chez 32, 58 p. 100 des animaux et pour 
19, 86 p. 100 des injections) dont 12 mortels (soit chez 13, 52 p. 100 
des animaux et pour 8, 22 p. 100 des injections). 

Chez 20 animaux sensibilisés & un organe donné (d’origine 
homologue) et soumis a vingt injections intraveineuses de |’extrait 
aqueux d’un organe homologue différent, nous avons obtenu 
2 chocs (mortels) : il s’agissait de deux cobayes sensibilisés au 
testicule et soumis 4 une injection intraveineuse d’extrait de peau. 
Chez tous les autres animaux, aucun phénoméne équivoque (sauf 


3 choes légers lors d’injections croisées entre testicule et cer- 


veau). 

Chez 69 animaux non sensibilisés 4 un organe, n’ayant jamais 
servi ou ayant été déja utilisés pour des expériences diverses 
(mais sans le moindre rapport avec celles dont il est question 
ici) ou bien ayant recu des substances adjuvantes seules, aux 
mémes doses que les animaux en expérience, nous n’avons obtenu, 
sur up total de quatre-vingt-quatre injections, que quelques 
malaises Iégers. 

Furent utilisés aussi 35 animaux qui, non sensibilisés 4 propre- 
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ment parler, avaient tout de méme recu dans un premier temps 
une injection intraveineuse d’un extrait aqueux d’organe homo- 
logue. Sur ces 85 animaux, 21 recurent un extrait aqueux 
dorgane homologue différent du premier : aucun choc; 
14 regurent un extrait aqueux du méme organe (testicule) : 


Nombre 90 
danimaux 
80 


} : Pas de cho¢ 
WLLLLLA Choc 
eee Choc morte/ 


70 


| 


60 


roe) 


40 


30 


20 


10 


Fic. 1. — PREMIER GROUPE D’EXPERIENCES. 

A. Animaux sensibilisés & un organe, secondairement soumis 4 l’injection intra- 
veineuse d’un extrait de méme organe. — B. Animaux sensibilisés 4 un organe, 
secondairement soumis a l’injection intraveineuse d’un extrait d’organe diffé- 
rent. — C. Animaux témoins non sensibilisés 4 un organe, soumis a l’injection 
intraveineuse d’un extrait d’organe. -—— D. Animaux non sensibilisés, ayant 
simplement recu un extrait d’organe en injection intraveineuse, puis soumis 
a une deuxiéme injection intraveineuse d’un extrait de méme organe. — 
E. Animaux non sensibilisés, ayant recu un extrait d’organe en injection intra- 
veineuse, puis soumis 4 une deuxiéme injection intraveineuse d’un extrait 
d’organe différent. 


cette fois, 3 chocs (21,42 p. 100) intenses dont 1 mortel 
(7,14 p. 100) et 5 chocs d’intensité moyenne (fig. 1). 


Nos conclusions générales, pour ce premier groupe d’expé- 
riences, peuvent donc étre les suivantes : 

1° La recherche d’un choc anaphylactique, pour mettre en 
évidence une hypersensibilité spécifique a l’égard d’un organe 
homologue, mérite d’étre considérée comme une méthode satis- 
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faisante. Une hypersensibilité de cet ordre existe réellement, 
qu'elle soit sous la dépendance d’anticorps circulants sériques 
ou d’anticorps fixés a la surface des cellules endothéliales. 

2° De tels iso-anticorps se révélent spécifiques d’organes bien 
qu’on puisse observer, a titre exceptionnel, une hypersensibilité 
croisée, celle-ci tenant sans doute a la persistance, dans les 
broyats et extraits d’organes, de tissu conjonctif, ou de divers 
constituants sanguins. Eu égard aux 3 chocs légers observés lors 
d’injections « croisées » entre extraits de testicule et de cerveau, 
rappelons qu’il existe des antigénes croisés entre ces deux 
organes, C’est la une notion classique. 

3° Pour certains organes et certaines cellules (testicule et 
spermatozoides), ]’injection intraveineuse d’un extrait est capable 
d’entrainer l’apparition rapide d’une hypersensibilité spécifique 
d’organe. Le méme type d’hypersensibilité peut aussi s’établir 
a la suite d’injections sous-cutanées ou intramusculaires de broyats 
d’organes administrés sans substances adjuvantes. Mais se déve- 
loppe-t-il plus lentement que chez les animaux sensibilisés par 
voile intraveineuse, nous ne le savons pas encore. 

4° En ce qui concerne le testicule, il semble que les femelles 
soient plus aptes a se sensibiliser que les males. Pareil fait ten- 
drait 4 confirmer notre hypothése de la fixation des anticorps anti- 
testiculaires sur le propre testicule du cobaye. 

5° La plupart des résultats précédents concernent des iso- 
anticorps, mais ils peuvent aussi s’appliquer a des auto-anticorps. 
L’existence réelle de ces auto-anticorps est de fait démontrée 
par la possibilité ot l’on se trouve de produire une hypersen- 
sibilisation de type anaphylactique chez un animal a partir et 
vis-a-vis d’un extrait d’un de ses propres organes (testicule ou 
rein en l’occurence). 


Second groupe. 


Les expériences précédentes étaient terminées et |’essentiel des 
résultats colliigés dans un pli cacheté, déposé a l’Académie des 
Sciences quand parait une note de Freund [8]. Dans cette note, 
Yauteur déclare avoir pu sensibiliser des cobayes au testicule de 
cobaye en traitant, au préalable, ces animaux par l’injection sous- 
cutanée d’un broyat de testicules mélangé a des substances adju- 
vantes. Preuve de ceci : en injectant & ces animaux, par voie intra- 
veineuse, un extrait de testicule, il a pu déclencher des chocs 
anaphylactiques typiques. 

Inutile de souligner l’importance que revétait pour nous ce tra- 
vail. D’un seul coup, en effet, nos propres expériences recevaient 
confirmation. 

Malgré cela, nous n’étions pas encore pleinement. satisfaits. 
En particulier, il nous semblait extrémement souhaitable de trou- 
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ver le moyen d’augmenter, dans nos expériences, le pourcentage 
de chocs anaphylactiques et surtout de chocs mortels. 

Nous décidons effectivement (automne 1953) de préciser ce point. 
Malheureusement, comme nous allons le montrer maintenant, 
beaucoup de difficultés' nous attendaient. Pendant Vhiver 
1953-1954, pour diverses raisons, nos animaux d’élevage et 
d’expériences se portent tres mal. La plupart maigrissent. Beau- 
coup meurent. Tout, cependant, n’est pas perdu. Bien au con- 
traire, nous pouvons faire, chemin faisant, plusieurs obser- 
vations curieuses. Voici la premiére. 

Vingt-deux cobayes ont recu, en injection, une émulsion de 
broyat de testicules homologues et de substances adjuvantes, 
selon la technique habituelle. Six animaux meurent avant le vingt 
et uniéme jour. Les 16 survivants, amaigris, subissent alors une 
injection intraveineuse d’extrait aqueux de testicule homologue 
« au 1/3 ». Deux seulement font un choc léger pendant que 
4 témoins (ayant regu uniquement les substances adjuvantes) 
restent indemnes de tout symptéme anormal. Quelle explication 
donner a ce résultat imparfait ? Nous avons pensé que nos ani- 
maux, en état médiocre, n’avaient pas élaboré suffisamment 
d’anticorps pour permettre le déclenchement d’un choc anaphy- 
lactique. 

Admettant en principe que injection intraveineuse dont nous 
venons de parler avait pu jouer le role d’une injection de rappel, 
nous administrons, sept jours plus tard, de l’extrait testiculaire 
dans la veine de 7 animaux de la série précédente et de 2 témoins 
provenant également de la premiére série (ayant recu, autrement 
dit, des substances adjuvantes, puis, par vole intraveineuse, de 
l’extrait testiculaire). Mais, cette fois, la concentration de |’extrait 
testiculaire avait été ramenée au 1/2 ou a 1/1,5. Alors, 6 animaux 
sensibilisés sur 7 font des chocs intenses dont 3 rapidement mor- 
tels. Dans un quatriéme cas, la mort survient au bout de vingt 
minutes. Ce retard, absolument inhabituel pour un choc anaphy- 
lactique, nous frappe et nous rappelle ce que nous avons déja 
observé une fois (voir plus haut) chez un cobaye sensibilisé a 
son propre rein. Précisément, parce ge la mort en ce cas avait 
été trop tardive, nous n’avions pas voulu admettre qu’elle était 
due 4 un véritable choe anaphylactique. Nous avions eu raison, 
comme nous le verrons bientot. Pour l’instant, contentons-nous 
d’ajouter ici que, dans la série témoin, nous pimes observer, 
chez un cobaye, un choc mortel, chez un autre quelques malaises. 

Le probléme paraissant a l’évidence se compliquer, le jour 
méme, nous nous livrons 4 deux nouveaux types d’expériences. 

D’une part, nous injectons chez deux cobayes sensibilisés au 
testicule (de la série précédente) et & un cobaye témoin (traité 
déja par les seules substances adjuvantes), un extrait aqueux de 
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rein homologue concentré 4 1/2. Un des deux cobayes sensi- 
bilisés, qui est d’ailleurs amaigri et malade, meurt au bout de 
deux minutes, les deux autres ne présentent aucun trouble. 

D’autre part, nous injectons de |’extrait testiculaire a 1/1,5 
chez 5 cobayes neufs : 3 bien portants, 2 trés malades. Ces deux 
derniers font un malaise intense a la suite de J injection et 
meurent, l’un au bout de quinze, l’autre de soixante minutes. Les 
3 animaux bien portants, cependant, ne font aucun trouble. 

Au cours des jours suivants, nous renouvelons ces expériences 
avec des résultats & peu prés comparables. Bornons-nous a 
donner ici quelques exemples. 

Sur 12 cobayes « sensibilisés » au _ testicule, 5 survivants 
recoivent par voie intraveineuse un extrait testiculaire. Une 
mort est enregisirée. Mais, au méme moment, la méme injec- 
tion étant faite sur 5 témoins amaigris et fatigués, on note aussi 
une mort rapide. Rien a signaler, cependant, chez tous les autres 
animaux. 

Nouvelle expérience : 20 cobayes recoivent une émulsion de 
broyat de cerveau homologue et de substances adjuvantes par 
voie intradermique pour 10 d’entre eux et, simultanément, par 
voles sous-cutanée, intramusculaire et intrapéritonéale pour les 
10 autres. Par ailleurs, 10 cobayes témoins recoivent, dans les 
mémes conditions, une émulsion de broyat de coeur. 

Vingt et un jours plus tard, est administré, chez les 10 sur- 
vivants du premier groupe et les 5 survivants du groupe témoin, 
par vole intraveineuse, un extrait aqueux de cerveau de cobaye 
BY Ys, 

Observations : Aucun choc chez les 10 animaux sensibilisés au 
cerveau (8), 2 sur les 5 témoins sont la proie de malaises profonds. 

De Vensemble de ces derniéres expériences, d’abord décon- 
certantes en apparence, nous finissons par tirer les enseignements 
suivants. 


1° Des animaux mal portants, mauvais producteurs d’anti- 
corps, paraissent se « sensibiliser » difficilement aprés l’injection 
d’un broyat d’organe homologue et ils répondent aussi diffici- 
lement, par un choc anaphylactique, a injection intraveineuse 
d'un extrait aqueux de lorgane correspondant (a la concen- 
tration au 1/8). 


(3) Remarquons ici qu’d la suite de cette injection put étre notée 
une amélioration extrémement nette chez deux de ces animaux qui 
avaient une paraplégie expérimentale. Cette amélioration, toutefois, ne 
fut que transitoire ; bientét survint une encéphalomyélite & forme 
foudroyante. Pareille évolution parait vraiment traduire un processus 
d’ordre immunologique :; tout indique, en effet, qu’on assiste, aprés 
Vinjection intraveineuse, & un « blocage » momentané des anticorps. 
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2° Des animaux mal portants sont capables, en l’absence de 
toute sensibilisation préalable, de répondre a l’injection  intra- 
veineuse d’un extrait aqueux d’organe homologue concentré 
(1/2 ou 1/3) par une atteinte marquée de I’état général, mortelle 
ou non, offrant ou non les caractéres d’un choc. De quoi s’agit-il 
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Fic. 2. — DeruxiiME GROUPE D’EXPERIENCES. 
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A. Animaux sensibilisés 4 un organe, secondairement soumis 4 l’injection intra- 
veineuse d’un extrait de méme organe. — B. Animaux sensibilisés 4 un organe, 
secondairement soumis a Il'injection intraveineuse d’un extrait d’organe diffé- 
rent. ——- C. Animaux témoins non sensibilisés 4 un organe, soumis a l’injection 


intraveineuse d’un extrait d’organe. 
N. B. — On note, sur ce graphique, que les animaux non sensibilisés ou non 


spécifiquement sensibilisés ont fait proportionnellement plus de chocs que les 
animaux sensibilisés: il s’agit, dans ce groupe d’expériences, de chocs non 


spécifiques. 


ici? Manifestement se trouve en cause la _ toxicité propre de 
Vextrait aqueux utilisé 4 fortes concentrations. 

3° Dans ces conditions, une tache immédiate s’offrait 4 nous : 
distinguer le mieux possible, dans Jes cas qui sont mis sous nos 
yeux, d’une part ce qui appartient au choc anaphylactique, ce 
qui reléve simplement, d’autre part, du choc toxique. Cette tache 
— on imagine sans peine son importance pour la suite de nos 
recherches — est finalement accomplice. 
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Le choc anaphylactique, tel que nous l’avons observé chez nos 
cobayes, présente le tableau clinique suivant. L’injection intra- 
veineuse est suivie d’une phase de latence qui dure quarante- 
cing secondes, une minute trente ou méme deux minutes. Quand 
le choc apparait, un élément est d’un cachet trés particulier : 
Vélément respiratoire qui donne au phénoméne lallure d'une 
crise d’asthme expérimentale, dyspnée, presque toujours bra- 
dypnée. L’animal redresse la téte, ouvre la gueule. I] cherche 
lair. Les autres manifestations semblent, par comparaison, 
accessoires : incontinence sphinctérienne, convulsions... C’est la 
géne respiratoire qui entraine ]a mort par asphyxie, aprés quelques 
hoquets agoniques. Si l’animal doit mourir de choc anaphy- 
lactique, c’est au plus dans les six minutes qui suivent l’injec- 
tion. S’il résiste, tout redevient normal trés vite; au bout de 
quinze minutes, l’animal est presque aussi vif qu’avant lin- 
jection. Ajoutons que, sur le plan anatomopathologique, on trouve 
chez les animaux morts de choc anaphylactique un emphyséme 
pulmonaire trés important. Les poumons (le fait est classique) 
sont distendus, a ]’étroit dans la cage thoracique. Leur surface 
est blanche. Le coeur bat encore. Le sang est incoagulable ; 
aucune coagulation intravasculaire. 

Le choc toxique. Il présente, de tous points de vue, un aspect 
trés différent. Le tableau clinique peut, schématiquement, revéltir 
deux aspects. Parfois, — cas le plus brutal — quelques secondes 
apres l’injection, animal est animé de convulsions d’une inten- 
sité extraordinaire ou, 4 Vopposé, il se couche sur le flane et 
reste immobile, ses pattes antérieures seules pouvant effectuer 
quelques mouvements de « pédalage ». De toute facon, la mort 
survient trés rapidement (une a quelques minutes). Le second type 
de choc toxique a un aspect moins impressionnant. Vingt a trente 
secondes aprés l’injection, on note des malaises. Puis, ou bien 
Yanimal demeure immobile, sans réaction, ou bien, ce qui est 
plus fréquent, il présente des crises convulsives plus ou moins 
espacées, entrecoupées de périodes ot il demeure couché sur le 
flanc, anéanti. Les phénoménes respiratoires, lorsqu’ils existent, 
sont manifestement d’origine cérébrale : pauses respiratoires, 
soupirs. Au bout de quinze ou de trente minutes, ou méme de 
une heure, la mort peut survenir. Dans d'autres cas, il arrive que 
Yanimal parvient a retrouver son équilibre mais lentement. Ce 
qu’on trouve cependant a Vautopsie des animaux victimes d’un 
choc toxique est également particulier. Les poumons ne sont pas 
distendus mais, ici et la, ils présentent souvent de petites zones 
d’infarcissement dont la coloration est rouge, lie de vin. Surtout, 
fait capital, on découvre une coagulation intravasculaire massive. 
Elle atteint les veines caves supérieure et inférieure, les vaisseaux 
pulmonaires et mésentériques, les vaisseaux encéphaliques, ]’aorte 
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parfois et méme le cceur (surtout loreillette droite, mais le ven- 
tricule droit est, lui aussi, souvent frappé; les cavités gauches 
sont habituellement respectées). 

Comme on le voit par. les tableaux présentés ci-dessus, bien 
des points, dans le cas qui nous intéresse, séparent le choc ana- 
phylactique du choc toxique. Aussi, est-il relativement facile, 
pour un observateur prévenu, de faire sans trop de peine la dis- 
tinction nécessaire. Malgré tout, en pratique, des cas douteux 
peuvent s’offrir. Aussi, avant d’aller plus loin, avons-nous cherché 
a préciser encore davantage les données du probléme : Comment 
différencier @ coup sar choc anaphylactique et choc toxique ? 

L’étude que nous avons faite ici et qui a porté sur un tres 
grand nombre de cobayes sera présentée ailleurs in extenso. Nous 
n’ajouterons a ce mémoire que les éléments qui sont d’un intérét 
immédiat. Ces éléments ont trait essentiellement aux facteurs de 
toxicité des extraits tissulaires, aux conditions dans lesquelles se 
manifeste cette toxicité, enfin aux moyens de la neutraliser. 

1° La toxicité d'un extrait tissulaire nous est apparue variable 
en fonction : 

a) de l’organe dont cet extrait a été tiré. L’organe a cet égard 
le plus toxique est certainement le poumon ; 


b) du mode de préparation de lextrait en cause. Tenir compte 
non seulement — ce qui va de soi — de la concentration, mais 
encore de la centrifugation. Les extraits les moins bien centri- 
fugés sont les plus toxiques. Les extraits préparés depuis plu- 
sieurs heures sont aussi plus toxiques que ceux qui viennent d’étre 
faits. Enfin, le chauffage pendant une heure 4 37° et surtout a 56° 
augmente nettement la toxicité ; 


c) de l’état de santé de l'animal soumis a Vinjection. Un animal 
bien portant supporte sans grave inconvénient une injection 
capable d’incommoder ou méme de tuer un animal affaibli et 
malade. 

2° La constance des phénoménes de coagulation intravascu- 
laire retrouvée a l’autopsie des animaux et le caractére préventif 
absolument remarquable de l’héparine indiquent assez bien que le 
facteur responsable de la toxicité des extraits en question est, 
avant tout, un facteur de coagulation. A notre avis, il pourrait 
s’agir des thromboplastines tissulaires. 

3° Peut-on supprimer la tozicité naturelle d'un extrait? Ou. 
L’héparine ajoutée a hautes doses est capable de supprimer radi- 
calement les propriélés toxiques d’un extrait. Nous avons vu, 
par ailleurs, que ce produit n’inhibe pas le déclenchement d'un 
choe anaphylactique pour peu que l’hypersensibilité de l’animal 
soit assez accusée et la dose d’antigéne injectée convenable. 
Malheureusement, il diminue, il peut méme supprimer les mani- 
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festations du choc quand Il’hypersensibilité est faible. Il ne 
représente donc pas une arme commode dans lordre des 
recherches que nous poursuivons. 

Tout compte fait, il nous semble que le meilleur moyen d’éli- 
miner de nos expériences un choc-parasite consiste a utiliser 
seulement des animaux en parfaite santé, dont on a surveillé le 
poids pendant toute la durée de l’expérience. Surtout, il importe, 
croyons-nous, d’injecter dans la veine des cobayes des extraits 
tissulaires dont la concentration est inférieure ou égale au « 1/3 » 
(c’est-a-dire, rappelons-le, une partie d’organe pour deux parties 
d’eau physiologique) et qui ont été centrifugés au moins trente 
minutes a 6000 tours. Dans ces conditions (et exception faite de 
l’extrait pulmonaire) on peut dire que les préparations ne sont 
jamais douées d’une toxicité primaire (méme chez des animaux 
de petits poids, méme chez des animaux malades). 

Ces faits — importants— une fois établis, abordons l’examen 
de notre troisiéme groupe de résultats. 


Troisieme groupe. 


Pour les expériences qui entrent dans ce dernier groupe, nous 
avons tiré grand profit, on va le voir, des enseignements rap- 
portés ci-dessus. 


PREMIERE SERIE D' EXPERIENCES. — Quarante cobayes recoivent 
une injection de broyat testiculaire en mélange avec des substances 
adjuvantes et 20 autres une injection de substances adjuvantes 
seules. Aprés ces injections, tous les animaux maigrissent, 
27 meurent. Le vingt et uniéme jour, les 33 survivants (23 « sen- 
sibilisés » et 10 témoins) sont traités par une injection intravei- 
neuse d’extrait testiculaire au 1/3. Aucun choc, aucun malaise. 


_ SECONDE siRIE. — Quarante cobayes recoivent, par injection 
intrapéritonéale, du broyat testiculaire combiné a de Vhydrate 
d’alumine selon la technique et les proportions indiquées plus 
haut, Vingt cobayes témoins regoivent seulement la préparation 
d’hydrate d’alumine. 

Cette fois encore, un grand nombre de morts est enregistré. 
Au moment de Vinjection intraveineuse d’extrait testiculaire (au 
1/3) ne subsistent que 5 témoins, d’ailleurs trés fatigués (poids 
ss 420 g) et 14 animaux « sensibilisés » (poids moyen : 


OBSERVATIONS. — Aucun choc chez les témoins, un choe ana- 
phylactique typique mais non mortel chez les sensibilisés. 
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Troistime shrie. — Calquée sur la précédente, elle porte sur 
le rein (sensibilisation avec substances adjuvantes de Freund). 
Sont observés, cette fois, deux chocs anaphylactiques typiques, 
dont 1 mortel, chez 20 animaux sensibilisés. Aucun choc chez les 
témoins. . 

Le pourcentage de chocs obtenus dans ces trois séries d’expé- 
riences restant manifestement trop faible, nous nous préoccupons 
de Vaméliorer en rendant meilleure la sensibilisation (voir série 
suivante). 


QUATRIEME siRIE. — Quinze cobayes regoivent, en injection 
intradermique, 0,5 ml d’une émulsion de testicule de cobaye dans 
des substances adjuvantes de Freund. Quatre jours plus tard, ils 
recoivent une injection semblable mais, dans le mélange, les sub- 
stances adjuvantes sont remplacées par de l’hydrate d’alumine. 
Une troisiéme injection, sous-cutanée, d’une émulsion semblable 
a la premiére (0,5 ml) a lieu sept jours apres la seconde injec- 
tion. Quinze cobayes-témoins recoivent au méme moment des 
injections identiques mais a base de cristallin homologue. 

Pendant la période de sensibilisation, meurent 3 animaux du 
premier groupe (testicule) et 7 animaux du second (cristallin). 
Dix-sept jours aprés la troisiéme injection, les animaux sur- 
vivants sont en bon état; leur poids n’a pas varié. 

A ce moment, nous pratiquons, chez tous ces animaux, des 
injections intraveineuses d’extrait aqueux d’organes homologues 
selon le protocole suivant : 

Quatre cobayes traités au préalable par des injections sous- 
cutanées de cristallin recoivent une injection d’extrait  testi- 
culaire (au 1/3), Aucun phénoméne anormal. 

Cinq cobayes traités d’abord par des injections sous-culanées 
de testicules recoivent une injection d’extrait cristallinien (1/4 de 
cristallin pour une injection intraveineuse de 1 ml). Aucun phé- 
noméne anormal. 

Cing cobayes soumis aux injections sous-culanées de testicule 
recoivent secondairement une injection d’extrait testiculaire (au 
1/3). Tous réagissent, mais deux avec une intensité particuliére. 
Le premier fait un choc une minute aprés l’injection, caractérisé 
par des phénomeénes respiratoires et des convulsions ; cependant, 
quinze minutes plus tard, il retrouve un état normal. Le second 
fait un choc intense avec géne respiratoire quatre- -vingt-dix 
secondes aprés l’injection ; il meurt au bout de cing minutes. 

Tous les animaux survivants demeurant en excellente santé, 
nous leur faisons subir une quatri¢me injection sensibilisante 
(0,5 ml sous-cutané d’une émulsion de broyat tissulaire + sub- 
stances adjuvantes de Freund). Sept jours plus tard, alors que 
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leur poids n’a toujours pas varié, nous pratiquons chez tous une 
injection intraveineuse d’extrait aqueux de testicule homologue 
a la concentration de 1/3,5. 

Sur 4 cobayes « cristallin », on ne note aucun choc. 

Au contraire, sur 10 cobayes « testicule », 6 font des chocs 
marqués, dont 4 mortels en moins de cinq minutes. La nature 
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Fic. 3. — TRoIsikME GROUPE D’EXPERIFNCES. 


A. Animaux sensibilisés 4 un organe, secondairement soumis a linjection intra- 
veineuse d’un extrait de méme organe. — B. Animaux sensibilisés & un organe, 
secondairement soumis a Jlinjection intraveineuse d’un extrait d’organe diffé- 
rent. — C. Animaux témoins non sensibilisés 4 un organe, soumis & injection 
intraveineuse d’un extrait d’organe. 


anaphylactique de ces chocs peut étre affirmée non seulement par 
examen clinique, mais aussi par l’autopsie, qui révéle l’absence 
de coagulation intravasculaire (le sang est au contraire incoagu- 
lable) et 'emphyséme des poumons, pales et dilatés (fig. 3). 

A ces observations netlement positives, on pourrait joindre 
d’ailleurs les résultats de différents tests immunologiques exécutés 
sur les animaux de cette quatriéme série (par exemple, tests de 
précipitation spécifique tres souvent positifs), mais nous préfé- 
rons parler de ceux-la ultérieurement. 
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DISCUSSION 


Méthodes utilisées et résultats obtenus ont été décrits et discutés 
dans le texte ci-dessus avec tant de précision et de détails que 
nous nous contenterons ici d’examiner quelques points parti- 
culiérement importants. 


1° Valeur de la méthode d’examen adoptée. 


Nous pensons que le choc anaphylactique est réellement une 
bonne méthode pour démontrer l’existence des auto-anticorps et 
des iso-anticorps spécifiques d’organes. Notre jugement se fonde 
sur deux ordres de considérations. 

Le premier est d’ordre théorique. On pense trés genéralement 
aujourd’hui que, dans le déclenchement d’un choc anaphylactique 
typique, prennent part de fagon primordiale les anticorps fixés 
sur la surface des cellules. Par ailleurs, nombreuses sont les 
observations qui semblent indiquer que, dans les phénoménes 
d’autosensibilisation, existent aussi et surtout des anticorps 
sessiles. La méthode du choc anaphylactique doit donc étre 
rangée ici parmi les méthodes d’investigation les meilleures. 

A cette considération d’ordre théorique méritent d’étre ajoutées 
d’autres considérations, ces derniéres élablies sur les faits. 

Eloignons d’abord une objection qui pourrait nous étre faite, 
compte tenu, principalement, des résultats obtenus dans notre 
second groupe d’expériences. On dira par exemple que les chocs 
que nous avons constalés ne sont pas de nature spécifique, qu’ils 
sont seulement déterminés par la toxicité propre de l’extrait. 

A notre avis, cette objection ne tient pas et cela pour plusieurs 
raisons. 

a) Comme nous l’avons montré, choc anaphylactique et choc 
toxique (di a une coagulation intravasculaire) sont fort différents 
par leur symptomatologie, tant clinique qu’anatomo-pathologique. 
Aussi peut-on presque toujours les distinguer aisément l’un de 
l’autre. Dans certains cas, certes, cette distinction se révéle 
délicate mais, 4 notre avis, l’apparition de ces cas peut étre 
empéchée, d’une part, si lon met en ceuvre un extrait tissulaire 
qui ne soit pas trop concentré, et surtout si on utilise seulement 
des animaux dont l'état de santé, pendant tout le cours de l’expé- 
rience, est demeuré excellent (notamment, animaux qui ne mai- 
grissent pas). 

b) Ajoutons que de nouvelles garanties encore peuvent étre 
obtenues, en faisant, par exemple, deux séries de témoins : 
animaux-témoins sensibilisés comme les animaux en expérience 
mais recevant, le moment venu, par voie intraveineuse, un extrait 
d’organe différent; animaux-témoins recevant par voie intra- 
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veineuse le méme extrait, mais aprés avoir été sensibilisés par 
un broyat d’organe d’une autre nature. 

Une autre objection, cependant, pourrait étre soulevée au sujet 
de nos expériences, fondée, celle-ci, sur la faible proportion des 
chocs anaphylactiques obtenus proportionnellement au grand 
nombre d’injections pratiquées. Mais, & nos yeux, celle-ci n’a 
pas plus de valeur que la précédente. I] ne faut pas oublier, en 
effet, que, pour étre déclenché, un choc anaphylactique exige 
une correspondance assez stricte entre le titre des anticorps 
présents dans l’organisme et la quantité d’antigéne introduite. 
Or, cette correspondance, nous ignorons tout a fait ce qu'elle 
peut étre en cas d’auto-sensibilisation ; nous ne savons méme pas 
au juste quelle est la nature de l’antigéne en cause. Au point ot 
en sont encore les choses, nous sommes donc obligés d’aller un 
peu a V’aveuglette. Un choc anaphylactique indiscutable prend, 
dans ces conditions, toute sa signification. 


2° Signification des résultats obtenus. 


a) Des cobayes qui ont recu une ou plusieurs injections d’un 
broyat d’organe autologue ou homologue en émulsion dans des 
substances adjuvantes du type décrit par Freund sont capables de 
se sensibiliser vis-a-vis de l’organe correspondant et de manifester 
cette sensibilisation par un choc anaphylactique, lorsqu’on vient 
a leur injecter par voie intraveineuse un broyat aqueux de |’ organe 
en question. 

Il n’est pas possible de distinguer une sensibilisation entrainée 
par Vinjection d’un produit homologue de celle produite par 
Pinjection d’un produit autologue. Pareil fait montre qu’ici le 
ou les antigeénes responsables sont spécifiques d’organe et non 
pas spécifiques de lindividu qui a fourni Vorgane. C’est effec- 
tivement dans ce sens que nous comprenons, pour notre part, la 
notion d’auto-anticorps {4]. Un auto-anticorps correspond spécifi- 
quement a un conslituant caractéristique d’un organe, d’un tissu 
ou d’un type cellulaire ; il est en mesure, par la méme, de se 
fixer sur les organes, tissus ou cellules (4 quelque animal qu’ils 
appartiennent) pourvu quils possédent le méme_ constituant. 
Ainsi, une auto-agglutinine érythrocyltaire, leucocytaire ou pla- 
quettaire est-elle capable d’agir sur les cellules correspondantes 
de tous les sujets de la méme espéce comme l’ont démontré les 
immuno-hématologistes. On peut dire, en corollaire, que la for- 
mation d’auto-anticorps (c’est-a-dire d’anticorps susceptibles de 
réagir avec les constituants de lorganisme méme qui les a éla- 
borés) peut étre suscitée par Vinjection parentérale d’un broyat 
ou d'un extrait d’organe homologue (ou méme parfois hétéro- 
logue). L’exemple le plus typique est ici fourni par les encépha- 
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lomyélites allergiques qui prennent place chez des animaux ayant 
subi, au préalable, une injection parentérale de broyat cérébral 
homologue. 

On peut ajouter ceci. Les anticorps qui se fixent sur le propre 
cerveau de l’animal injecté et ceux qui, s’unissant aux antigénes 
contenus dans un extrait de cerveau homologue, entrainent le 
déclenchement d’un choc anaphylactique sur le méme animal, 
sont trés vraisemblablement les mémes. Ne peut-on pas constater, 
en effet, un parallélisme étroit entre l’apparition clinique de 
Pencéphalomyélite et la susceptibilité au choc anaphylactique par 
injection intraveineuse d’extrait cérébral ? 

Rappelons d’ailleurs 4 ce sujet que, d’aprés nos constatations, 
Yintroduction dans la circulation d’un extrait cérébral homologue 
entraine, chez un animal atteint d’encéphalomyélite allergique, 
une amélioration clinique qui dure quelques jours. Quelle est 
lexplication ? La plus vraisemblable est celle-ci » les antigénes 
de l’extrait injectés se sont unis, in vivo, aux anticorps corres- 
pondants ; ils les ont empéchés, du méme coup, de se fixer sur 
le cerveau et d’y entrainer la genése d’une réaction allergique (4). 
Pareille observation, a coup str, confirme bien le caractére de 
spécificité d’organe des auto-anticorps. 

b) Au sujet des chocs observés lors d’injections « croisées », 
il faut, croyons-nous, distinguer trois ordres de faits. 

Parfois, les chocs observés relévent sdrement de l’existence 
d’antigeénes communs : c’est, par exemple, ce qui s’est produit 
pour les trois chocs (légers) notés lors d’injections intraveineuses 
croisées entre les animaux sensibilisés au testicule et ceux sensi- 
bilisés au cerveau (deuxiéme expérience du premier groupe). 
L’existence de tels antigénes communs est connue depuis les tra- 
vaux de Lewis. 

Cependant, on pourrait tenir compte, pour expliquer les deux 
chocs survenus secondairement a |’injection intraveineuse d’extrait 
de peau chez des animaux « sensibilisés » au testicule (troisi¢me 
expérience du premier groupe) de la persistance du sang ou de 
tissu conjonctif dans le broyat utilisé. 

Parfois enfin — fait sur lequel nous avons a plusieurs reprises 
longuement insisté — les chocs observés (au demeurant d’un 
aspect trés particulier) ne sont que la conséquence de la toxicité 
d’un extrait trop concentré. 


(4) Ce que nous venons de dire ne met pas en question 1’existence 
possible de « groupes » cellulaires comparables aux groupes sanguins. 
Simplement, le fait que nous ayons utilisé pour nos expériences, soit 
un seul organe autologue, soit un mélange de plusieurs organes homo- 
logues, nous autorise A admettre que des phénoménes de groupes (si 
tant est qu’ils existent) n’ont joué aucun rdéle dans les phénoménes 
observés. 
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c) Nous ne rapellerons ici que pour mémoire notre interpréta- 
tion du fait que, chez les cobayes sensibilisés au testicule homo- 
logue, les femelles font plus facilement que les males un choc 
anaphylactique : chez ces derniers, il y aurait fixation sur les 
testicules, au moins en partie, des anticorps formés. Pareille 
fixation serait d’ailleurs capable d’entrainer des lésions de dégeé- 
nérescence. 

d) Les substances adjuvantes ne semblent pas absolument indis- 
pensables pour que prenne naissance un état d’hypersensibilité 
anaphylactique vis-a-vis d’un organe homologue, au moins en 
ce qui concerne le testicule. Nous avons, en effet, pu observer 
une sensibilisation d’apparition rapide (mais relativement peu 
intense) chez des cobayes qui avaient recu seulement une injec- 
tion intraveineuse d’extrait aqueux d’organe sept jours avant 
Vinjection déchainante. Par ailleurs, nous avons vu qu'une injec- 
tion sous-cutanée et deux injections intramusculaires d’un broyat 
de testicules (sans substances adjuvantes) avaient pu aussi 
entrainer une sensibilisation anaphylactique. Malgré cela, on 
peut continuer a dire que l’introduction parentérale d’un broyat 
d’organe mélangé a des substances adjuvantes demeure le moyen 
le plus efficace pour entrainer l’élaboration d’iso- ou d’auto- 
anlicorps. 


Conclusions. 


1° Le choc anaphylactique constitue une bonne méthode pour 
démontrer Vexistence d’iso- ou d’auto-anticorps produits expéri- 
mentalement. Il faut seulement prendre quelques précautions : 
ne pas injecter par vole intraveineuse des extraits trop concentrés, 
opérer sur des animaux en excellent état, multiplier les témoins. 

2° Les iso- et les auto-anticorps, mis en évidence par cette 
méthode, qui ont pris naissance aprés injection, chez l’animal, 
d’extraits d’organes homologues ou autologues, sont des anti- 
corps spécifiques d’organes. Selon toute vraisemblance, ce sont 
les mémes anticorps qui président a la naissance des lésions 
observées dans lorgane correspondant (encéphalomyélite ou azoo- 
spermie expérimentales). 

3° Au moins par la méthode du choc anaphylactique, il reste 
impossible de faire une différence entre un iso-anticorps et un 
auto-anlicorps spécifiques d’un méme organe. 


4° Les faits qui concernent la possibilité d’une sensibilisation 
croisée entre deux organes différents sont rares. De toute facon, 
ils demandent a étre interprétés avec prudence. 


Nous tenons a remercier particuliérement le D™ Monique Decoisy 
de Vaide qu’elle nous a fournie pour la réalisation de ce travail 
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Addendum. 


Au moment de mettre cet article sous presse, nous tenons 
4 signaler les faits suivants : 

1° Au cours de nouvelles expériences, nous avons largement 
confirmé la possibilité de produire chez l’animal une hyper- 
sensibilité anaphylactique, a partir et vis-a-vis d’un extrait de 
ses propres testicules. 

2° Parallélement, nous avons obtenu des tests d’anaphylaxie 
locale passive. 

3° Signalons enfin que J. Freund, dans un article qui vient 
de paraitre (J. exp. Med., 1955, 404, 591), apporte un ensemble 
de faits qui confirment pleinement notre travail. 
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POUVOIR PATHOGENE EXPERIMENTAL POUR LA SOURIS 
DE CERTAINS £. COL/ 
DE GASTRO-ENTERITES INFANTILES 


par R. MINCK et J. LAVILLAUREIX. 


Unstitut d’Hygiéne et de Bactériologie 
et Clinique Infantile de la Faculté de Médecine de Strasbourg.) 


Nous avons été amenés, au cours de 1’étude bactériologique de dys- 
pepsies infantiles, 4 inoculer par voie intracérébrale A des souris des 
échantillons de liquide pharyngé et de matiéres fécales d’enfants por- 
teurs d’E. coli du type 111:B4:H2. Nous avons eu la surprise de voir 
apparaitre dans tous les cas, aprés des délais d’incubation de une a 
trois semaines, une encéphalite évoluant rapidement vers la mort. 
A Vautopsie de l’animal, nous avons toujours retrouvé H. coli 111:B4:H2 
aussi bien dans le cerveau que dans le sang du cceur. A la suite de ces 
constatations, nous avons étudié systématiquement l’action pathogéne 
pour la souris de divers EH. coli agents de gastro-entérites infantiles, 
et, & titre de témoins, des FE. coli appartenant 4 d’autres types. 


TECHNIQUE D’ETUDE. — Nous ayons utilisé des cultures de vingt-quatre 
heures en bouillon peptoné, centrifugées, lavées 4 trois reprises et 
remises en suspension dans l’eau physiologique. Les inoculations ont 
été pratiquées par la voie péritonéale (IP), sous le volume de 1 cm? 
et par la voie cérébrale (IC), sous le volume de 0,025 cm, & des lots de 
3 a 5 souris. 

1° Pouvoir pathogéne aE. coli 111:B4:H2 type baetériophagique 
« Sévres » (1) [tableau I]. 


(1) Nous remercions MM. Le Minor et Nicolle, de l'Institut Pasteur de 
Paris, qui ont bien voulu nous procurer diverses souches et pratiquer la 
lysolypie par les bactériophages. 
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TaBLEAv I, 


Nombre de Présence de E.coli 111:B4;H2 
gernes Inoculation 
inoculés 


Ce tableau permet, en premier lieu, de constater la différence de 
Vévolution de la maladie suivant la voie d’inoculation. 

Aprés inoculation intracérébrale de 250000 germes, l’animal suc- 
combe rapidement. Avec un nombre de germes compris entre 25 000 
et 2 500, la durée de |’évolution de la maladie et le pourcentage d’infec- 
tions mortelles sont fonctions de la quantité de bacilles inoculés. Dans 
tous les cas les souris présentent des signes d’encéphalite : hyperexci- 
tation, parésies et parfois méme paralysies du train postérieur. Nous 
avons toujours isolé le germe, aussi bien dans le cerveau que dans le 
sang et lintestin. L’inoculation intracérébrale de 250 germes n’a, par 
contre, provoqué aucun trouble. 

Tout au contraire, l’inoculation intrapéritonéale de 1000000 de 
germes provoque la mort en quarante-huit heures de 50 p. 100 des ani- 
maux, mais le colibacille, retrouvé dans le liquide péritonéal, n’a jamais 
été mis en évidence dans le sang. 

L’inoculation, toujours par voie intrapéritonéale, de 250000 germes 
ne provoque aucun trouble mais immunise, ainsi que nous avons pu 
le constater, vis-a-vis d’une inoculation ultérieure par voie intracéré- 
brale de 250000 germes, inoculation qui provoque la mort de toute 
les souris témoins. 

2° Pouvoir pathogéne d’E. coli 111:B4:H12 type bactériophagique 
« Bretonneau » (tableau II). 


——.--- See asa 
Nombre de} 
germes | + Inoctlation 
inoculés | 
———L. 


TasLeAu II. 


’ 


250.900 1.C. 
25.2000 ua 
i 2,500 non 


Ce type d’EZ. coli 111:B4 posséde un pouvoir pathogéne expérimental 
pour la souris plus faible que le type « Sévres ». Mais nous avons aussi, 
dans tous les cas mortels, isolé le germe dans le cerveau, le sang et 


Vintestin des animaux. 


i 


584 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


3° Pouvoir pathogéne des FE. coli 55:B5:H2, 55:B5:H6 et 26:B6 
(tableau III). 


Tasieau III. 


Nombre de Inocv= Presence de germes 
germes lation 
inoculés 


55 :B5 sH2 244 jours 
55:85 :H2 ooeeeee 
55 335 sH2 ececece 


55 235 :H6 


55:35 :H6 
55 :B5:H6 


eeeeeee eoceee 


Ce tableau montre les différences de pouvoir pathogéne des 3 E. coli 
étudiés. Mais, dans aucun cas nous n’avons pu isoler le germe, ni 
dans le sang, ni dans l’intestin des souris décédées. 

4° A titre comparatif, nous avons étudié le pouvoir pathogéne expé- 
rimental pour la souris de 6 souches d’E. coli de type différent 
(tableau IV). 


Ces souches présentent un pouvoir pathogéne expérimental plus faible 


Tasieau IV. 


Nombre de Inocu- 
germes lation 
inoculés 


244 jours 
4 jours 


weer reeeee 


2.4500.000 
250,000 
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que les précédentes. Les fortes doses inoculées provoquent la mort des 
animaux dans des délais de deux jours et dans aucun cas nous n’avons 
isolé le germe dans le sang. Les souris semblent mourir a la suite de 
intoxication par l’endotoxine sans présenter d’infection généralisée. 


Cette étude préliminaire nous a permis de mettre en évidence le pou- 
voir pathogéne expérimental pour la souris, apres inoculation intra- 
cérébrale, d’E. coli du type 111:B4. Seuls parmi les E. coli de gastro- 
entérites, et plus généralement parmi les E. coli étudiés, les germes 
du type 111:B4 ont provoqué, aprés des temps d’incubation variables, 
Vapparition d’une infection septicémique avec élimination intestinale 
du germe. 


TECHNIQUE SIMPLE DE PRELEVEMENT DE SANG 
CHEZ LE LAPIN 


Par Pierre VELU. 


Les cas oti il est nécessaire d’effectuer chez le lapin, A diverses 
reprises, des prélévements de sang deviennent de plus en plus fréquents, - 
par exemple pour l’étude des concentrations sanguines d’un agent 
chimiothérapique. De nombreuses techniques [1] ont été préconisées : 
ponction de la veine auriculaire marginale externe ou de la jugulaire, 
a la seringue ou au tube a saigner, ponction artérielle, ponction car- 
diaque, qui donnent suivant les cas, 2 4 3 cm’, ou 10 a 15 et méme 
20 cm? de sang ; elles ne vont pas sans difficultés, ni inconvénients ; 
en général, celles qui permettent des prélévements importants ne sont 
pas aisément renouvelables, celle de Pigoury [2], a la jugulaire, 
exceptée. C’est pourquoi nous avons essayé de perfectionner une tech- 
nique usitée dans quelques laboratoires et qui s’inspire du méme prin- 
cipe que la saignée A la pipe des Arabes, sur scarifications de la base 
du crane: aspiration au niveau d’une veinule de loreille au moyen 
d’un petit appareil que l’on trouve dans le commerce et qui consiste 
en une modification de la fiole de Kitasato. 

L’appareillage dont nous nous servons est fort simple ; il comprend : 

a) La fiole de l’appareil de Senorans utilisé pour les tubages gas- 
triques. Elle sert pour coiffer ]’oreille. 

b) Un tube &@ prélévement, porteur d’un ajutage latéral pour rac- 
corder A la trompe a vide. Ce tube peut étre gradué, et bordé pour 
faciliter le transvasement. On le place sur la tubulure latérale de la fiole 
de Senorans. 

Une solution plus élégante consisterait 4 munir cette fiole de deux 
tubulures placées prés du col : l’une pour recevoir le tube 4 préle- 
vement ; la seconde pour faire le vide ; mais la réalisation d’un ajutage 
sur le tube 4 prélévement est a la portée de tous. 


Trecunigur. — On fixe le tube a prélévement sur la fiole de Senorans ; 
on raccorde la tubulure latérale du tube A prélévement avec la trompe 
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a vide ; le lapin est placé dans une boite a contention ; Voreille est 
épilée et, si nécessaire, désinfectée ; on provoque la vaso-dilatation par 
voie mécanique ; on pratique ensuite une section longitudinale d une 
veinuie afférente de la médiane auriculaire externe ; on introduit 
aussitét loreille dans la fiole; sous l’influence d’une aspiration 
modérée le sang s’écoule le long de la paroi jusqu’a l’épaulement Je 
la fiole et, de 14, par l’ajutage, dans le tube gradué. Des que la quan- 


\oN 
a 


| 
Echelle: /> 


tité de sang désirée est obtenue on casse le vide en libérant l’oreille ; 
l’hémostase est assurée par simple compression du point de section 
entre les doigts. 


Résuttrats. — I] est ainsi possible de prélever plusieurs fois dans 
la méme journée 4 a 5 cm de sang chez un lapin de 2 a 3 kg, ou 
10 4 20 cm® tous les deux jours pendant plusieurs jours. Si l’on choisit 
des veines afférentes suffisamment fines on peut, en changeant 
d’oreille, multiplier autant qu’on le veut les prélévements. La section 
d’une veine importante, la marginale par exemple, permettrait la 
saignée a blanc. 


PRECAUTIONS PARTICULIERES. — 1° La dépression doit étre surveillée 
avec soin : trop forte, elle peut provoquer des hématomes de la canque, 
voire méme des hémorragies de loreille moyenne. Son arrét brusque, 
avant la libération de JVoreille, en fin de saignée, risquerait bien 
entendu d’entrainer un reflux d’eau dans le tube, si le dispositif du 
vide n’est pas pourvu d’une valve de sécurité. 

2° Le danger d’hémorragie n’existe pas en dehors de celle provoquée 
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par le vide exagéré ; méme si le prélévement est fait a la marginale, 
la simple compression suffit pour l’éviter. 

3° L’alcool utilisé pour la désinfection risque d’entrainer l’hémolyse 
s’il est employé en excés ou non évaporé. 

4° Le sxylol n’est pas indiqué pour provoquer la vaso-dilatation si 
les prélévements doivent étre répétés : il détermine rapidement une 
dermite grave. 

5° La coagulation au niveau de la plaie de saignée n’est pas A redouter 
si celle-ci est faite correctement. Par ailleurs rien n’empéche, si besoin 
est, d’utiliser des anticoagulants pour prévenir la coagulation géné- 
ralement rapide dans le tube a prélévement. 


EN RESUME. — Lorsqu’il est nécessaire de multiplier A courts inter- 
valles les prélévements de sang chez le lapin et que la stérilité absolue 
ne s’impose pas, l’aspiration a4 l’aide d’un appareil de Senorans, adapté 
i cette fin, constitue une méthode simple, pratique, réalisable sans le 
secours d’un aide et qui n’exige aucun appareillage cotiteux. 
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UN NOUVEAU SEROTYPE DE «SALMONELLA (S. KALAMU) » 
ISOLE AU CONGO BELGE 


par E. van OYE, G. DELCOUR et R. VAN GOETHEM. 


(Laboratoire de Bactériologie de Blukwa [Ituri] 
et Institut de Médecine Tropicale « Princesse Astrid », ad Léopoldville.) 


Le nouveau sérotype du genre des Salmonellae qui fait l’objet de 
cette note a été isolé en janvier 1955 A Léopoldville chez une petite fille 
indigéne Agée d’un an. La malade avait d’abord été vue au Dispen- 
saire de la Croix Rouge pour une rhinopharyngite et une légére 
diarrhée aqueuse. Elle a été hospitalisée quelques jours aprés parce 
que la diarrhée était devenue purulente et sanguinolente ; elle avait 
a ce moment peu de fiévre, mais accusait une chute de poids impor- 
tante; la guérison a été obtenue grace 4 un traitement 4 la chloro- 
mycétine. 

Ce fut au cours de cette hospitalisation qu’a été demandée la copro- 
culture qui nous a permis d’isoler une Salmonella dont voici la 


description : 
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CARACTERES BIOCHIMIQUES. — Fermentation, en vingt-quatre heures et 
avec production de gaz, des sucres suivants : arabinose, dulcite, glu- 
cose, inosite, maltose, mannite, rhamnose, sorbite, tréhalose et 
xylose. 

L’adonite, le lactose, le saccharose et Ja salicine ne sont pas altaqués 
en trente jours. 

Il n’y a pas de production d’indole et le germe ne posstde pas 
duréase. 

La culture se développe en vingt-quatre heures sur milieu au citrate 
de sodium (de Simmons) et acidifie le milieu au D-tartrate (de Jordan 
et Harmon). 

La gélatine n’est pas liquéfiée aprés soixante jours a 20°. 

Le germe produit de l’hydrogéne sulfuré et réduit les nitrates. 

La réaction de Voges-Proskauer est négative, celle au rouge de méthyle 
est positive. 


PROPRIETES ANTIGENTIQUES. — La culture était agglutinée par un sérum 
anti-O : 4, 5, 12, 27 non-absorbé, mais il n’y avait aucune agglutination 
ni dans un sérum 0.5 pur, ni dans un sérum 0.27 pur. Des épreuves 
d’agglutination avant et aprés absorptions ont démontré que son anti- 
géne somatique était identique a celui de Salmonella altendorf 
EG 412): 

L’antigéne flagellaire était agglutiné par nos sérums anti-H z,,z,, et 
Z4,Zo4, ainsi que par notre sérum z,, pur, mais pas par notre sérum Z,, 
pur. Des agglutinations croisées ont montré que l’antigéne flagellaire 
de notre souche était identique 4 celui de Salmonella blukwa (z,,Z.,)- 

Des contrdéles sur milieux de Gard et de Craigie ont permis de véri- 
fier que la culture est monophasique et qu’elle ne posséde donc pas 
d’autres antigénes flagellaires que ceux mentionnés plus haut. 

On peut conclure de nos essais que la formule antigénique de cette 
Salmonella est = 4,12 : z,,z,, ‘ 

Cette formule a été vérifiée et confirmée par le D™ F. Kauffmann, 
Directeur du Centre International des Salmonellae et Escherichiae de 
Copenhague, que nous tenons a remercier ici, 


Résumé. — Les auteurs décrivent un nouveau sérotype du genre 
Salmonella qui posséde la formule antigénique = 4,12 : z,,z,,: —. Ila 


été isolé & Léopoldville chez une petite fille indigéne, A4gée d’un an, 
qui souffrait d’une entérite assez grave avec diarrhée purulente ct 
sanguinolente. : 


Le nom de Salmonella kalamu est proposé par les auteurs. 
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ACTION DES SH/GELLA 
SUR LE MILIEU A L’ACIDE PHENYL-PROPIONIQUE 


par M=e: S. SZTURM-RUBINSTEN et D. PIECHAUD. 


(C.N.R.S. et Institut Pasteur, Service de Microbie générale.) 


En 1952, G. d’Alessandro et R. Comes [4] étudiaient l’action des 
différentes Enterobacteriaceae sur un milieu qu’ils avaient mis au 
point en incorporant a faibles dilutions l’acide phényl-propionique A 
un milieu liquide ou plus souvent gélosé. Dans une note précédente [2] 
nous avons déja décrit la technique. Depuis cette époque, nous avons 
eu l’occasion d’étudier un nombre assez important de Shigella et c’est 
sur ce groupe exclusivement que porte notre étude. D’Alessandro et 
Comes avaient réuni 202 souches [3] isolées en Italie ou provenant de 
différentes collections. Nos souches au nombre de 434 ont une origine 
trés variée ; il ne s’agit pas de souches de collection, toutes ont été 
envoyées au laboratoire de la dysenterie pour étre identifiées. Les unes 
sont autochtones et isolées surtout dans la région parisienne, d’autres 
proviennent de ]’Afrique francaise (Bamako, Bobo-Dioulasso, Brazzaville 
et Dakar), d’autres de Madagascar, d’autres enfin d’Indochine, isolées 
dans la région d’Hanoi ou celle de Saigon. 

Dans l’ensemble nos résultats présentent des points communs avec 
ceux des auteurs italiens, comme le montre le tableau ; aussi n’insis- 
terons-nous que sur les divergences qui nous semblent intéressantes 
(maturellement les réactions que nous considérons comme atypiques 
ont été répétées a plusieurs reprises). 

1° Dans le groupe A : Sh. dysenteriae 2, 8 souches sur 26 soit 
30,8 p. 100 seulement ont une réaction positive ; du type 8, 1 sur 3 
est positive. 

2° Dans le groupe B : notre type 4 comprend 8 Sh. flexneri 4 et 
37 souches du type 4 mannite négative. Des 32 souches de Sh. flexneri 6 
(88, Newcastle ou Manchester) 15 soit 46,24 donnent une réaction 
positive. 

3° Dans le groupe C : La réaction est variable pour nos souches des 
types 1, 2, 3, 4, 5. 

4° Dans le groupe D : Il faut souligner l’intérét de la réaction 
constamment et rapidement positive pour Sh. sonnei, 1 souche sur 126 
donnant une réaction négative. 

Dans le groupe Alcalescens-Dispar 0-1 — 13,6 p. 100 et 0-3 —- 
57,1 p. 100 des souches ont une réaction positive. 

Les discordances entre les observations italiennes et les nétres sont 
peu nombreuses, mais sont cependant incontestables, en particulier 
dans le groupe C. On peut admettre que le hasard nous a permis 
d’observer des réactions différentes. Cependant il est plus vraisemblable 
de penser que Jlorigine des souches est en cause, d’Alessandro et 
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Me Comes ont utilisé des souches italiennes, allemandes, américaines 
ou anglaises. 

Nos souches isolées en France sont presque toutes Sh. sonnei, alors 
que nos souches des groupes A, B, C proviennent d’Orient ou d’Afrique. 


Pourcentaga 
positif 


GROUPE A 


Sh. dysenteriae 0 af 
Gs 8 18 30,8 

O D 

O abs 

) ah 

O 2 

1 O 16 

ie 2 

sérotype H 62 ie O 13 


GROUP B 


Sh. flexneri ab 
" 2 
” 5 
”" 4 
" 5 
" 6 
variant X 
varrant % 
GROUPE C 
Sh. boydii 1 8 i il 
" 2] 6 ue 5 
" 53 3 2 al 
n 4 7 Ti 6 
" 5 6 nl 5 
fc 6 5 O 5 
n 7 — 0) 1 
wy 8 1 0) 1 
" 9 0 0) 0 
" 10 2 0 3 
" ele 4 0) 4 
GROUPE D 
Sh. sonnei 126 
GROUPE Alcalescens-Dispar 
fe) 1 22 3 19 T3e6 
wy 2 2 0 2 
" 3 Tr 4 3) DD Tgic 
ud 4 4 0 4 
" 5 2 0 2 
y 6 0 (0) 0) 
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Peut-étre aussi la réaction A l’acide phényl-propionique est-elle liée pour 
chaque espeéce a certains caractéres biochimiques antigéniques ou bacté- 
riophagiques auxquels dans une étude de routine nous ne nous sommes 
pas attachées. 

En résumé, 1’étude des 434 souches d’une part nous a montré l’intérét 
de la réaction d’Alessandro en particulier pour les germes du groupe D 
et d’autre part, fait pressentir ses limites en particulier pour les 
Sh. dysenteriae du type 2. 
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APPRECIATION 
DE LA MICROFLORE TELLURIQUE ANAEROBIE ACTIVE 
SUR LE SOUFRE ORGANIQUE 


par H. de BARJAC et J. POCHON. 


Unstitut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol.) 


On sait que les acides aminés soufrés sont métabolisés dans le sol 
avec formation de corps intermédiaires du type des mercaptans, dimé- 
thyl-sulfures..., et de corps terminaux, SH, et SO,, suivant le poten- 
tiel d’oxydo-réduction (Masatoshi Kondo, 1923; Starkey, 1950, 1953 et 
H. de Barjac, 1952) [4]. 

On sait également qu’une grande variété de microorganismes, pour 
la plupart présents dans le sol, sont 4 méme, en culture pure, de 
réaliser ces réactions : des bactéries (des genres Proteus, Escherichia, 
Pseudomonas, Bacillus, Achromobacter, Clostridium...) et des champi- 
gnons (des genres Scopulariopsis, Aspergillus...). 

Cependant il n’existe pas actuellement de méthode qui permette de 
juger de l’activité globale de la microflore tellurique anaérobie sur les 
composés soufrés organiques, comme il en existe, par exemple, pour 
juger de l’activité de la réduction biologique des sulfates. 

C’est ce que nous tentons de faire dans le présent travail en utilisant 
le principe technique déjA mis au point pour l’appréciation d’autres 
groupements métaboliques : ensemencement, avec des suspensions- 
dilutions de terre, d’un milieu liquide sélectif et lecture, au moyen 
d’un réactif approprié, de la dilution limite du phénoméne recherché. 

Nous avons choisi comme substrat la D-L-méthionine que l’on sait 
étre métabolisée dans le sol, au méme titre que la cystine, quoiqu’un 


peu plus lentement. 


592 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Plusieurs milieux de culture ont été essayés : tout d’abord une solu- 
tion saline additionnée de méthionine comme seule source de carbone 
et d’azote ; la culture est trés lente et la réaction ne peut guére étre 
lue avant un mois. Puis nous avons ajouté un donateur d’hydrogéne 
sous forme de lactate de sodium (couramment utilisé pour la culture 
des germes réducteurs de sulfates). Le délai s’est trouvé raccourci. Il 
l’est encore davantage si le milieu contient une source supplémentaire 
d’azote sous forme minérale et un peu d’extrait de terre. 

Pour mettre en évidence la formation du produit de métabolisme 
(SH,), du citrate de fer ammoniacal ou du sous-acétate de plomb est 
ajouté au milieu. Le précipité noir formé permet la lecture des résultats 
de l’expérience. C’est le citrate de fer ammoniacal qui nous a paru le 
plus pratique ; il peut étre ajouté au milieu avant la stérilisation. 

La formule définitivement adoptée est donc la suivante : 


CUINDD pes: aise ts 5 = ee he te Pa ae es esa re Me Aree 
BOVIS, Gos fn tk: coe eS) ce Gace ae ee 0,5 ¢ 
CUS GR os. ais ae ee en ore ene ee cence eerste lee 01g 
aetatevdesNayac6Onpst00ge = hen teen Panne 5 mi 
DUB umethionin es soon ee ey ee eee Lee: 
Citrate de fer-ammoniacall.. earner eee ee 0,5 ¢g 
Fixe bad CHLORT Gs wa sled ee onc Se Py Biacior: 20 ml 
Ha deesoUrcesQkiS aps animes hee meee acne ee ee ae 4000 ml 


Le milieu est réparti en tubes de 17 et stérilisé 4 110°. 

On ensemence les tubes, 4 raison de 4 par dilution et de 1 ml par 
tube, avec des suspensions-dilutions de terre préparées suivant la 
technique habituelle (Pochon 1955) [2]. Les dilutions de 10—! 4 10-5 
sont généralement suffisantes. 

Les tubes sont ensuite désaérés et scellés sous vide. Pour chaque 
dilution 2 tubes sont incubés a 83° et 2 a 60° (flores mésophiles et 
thermophiles). On lit aprés cing, dix et quinze jours les tubes ot le 
noircissement s’est produit. 

Nous avons, avec cette méthode, étudié des terres aussi variées que 
possible. Les résultats sont réunis dans le tableau ci-joint. 


DILUTION LIMITE 
33° 60° 
Terre de grande culture (Le Perray S.-et-O.) ....... 105 40-2 
Terre de grande culture (Gvignére S.-et-O.)........ 40-3 40-3 
Terre rouge de vignoble.(Estérel). 2... 2. sw. 0 0 
Sable peu humifié (Rambouillet S.et-0.)......... 40-4 0 
Terre de bruyére (Rambouillet S.-et-O.)........2.. 0 0 
Terre: de: jardin (Garches. S:-et-O2).5. 5. 6 is. see See 40-3 40-2 
herreavde: COUCH. 5 conus ieee arent 40-4 40-3 
Fumie de“chesre. . 3 2 sane ie ee a ee 40-1 0 
Fumie? de- buffle’’.. &* A) ee Sere tae ree ar ne ae 40-3 0 
HoOuUende maricotndichail)e-eue memt mre nernn as fe) renee 40-2 0 
stourbe: (Ceriset;S.-et-03). a plea Se ee ee 40-1 40-1 
Tourbe (UrAnchet:S -et-O3)- cepa meer ene ee 105 A Ome 
Tourbe (Baupte’ Manche) a aie ee ee = 40-2 
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On constate que toutes les terres étudiées, sauf deux, ont une micro- 
flore anaérobie active sur la méthionine A 33° (mésophile). Le pour- 
centage des terres inactives A 60° (thermophile) est plus élevé. Avec la 
technique utilisée le taux limite maximum semble étre de 10—4, ce qui 
correspond 4 une activité relativement faible comparée a celle des grou- 
pements aérobies (amylolytique, dénitrifiant par exemple), mais du 
méme ordre de grandeur que celle des germes sulfato-réducteurs 
anaérobies. 


D’une maniére générale ce sont les terreaux, les terres de jardins, 
les bonnes terres de grande culture, qui paraissent les plus actives, 
alors que les terres pauvres (terre rouge de 1’Estérel, terres sableuses, 
terre de bruyére acide) et les tourbes acides le sont beaucoup moins. 
Les boues et les fumiers, ot l’on aurait pu s’attendre A trouver une 
flore trés développée (surtout en thermophiles), se montrent en réalité 
assez pauvres. 


Il semble donc, en premiére approximation, que ce sont les terres les 
plus satisfaisantes du point de vue fertilité, qui poss¢dent la microflore 
anaérobie la plus efficace pour métaboliser les composés soufrés orga- 
niques. La nature méme de ce métabolisme et les bactéries qui en sont 
responsables seront décrites ultérieurement. 

Nous pensons donc que l’étude de ce groupement physiologique 
(cette « flore zymogéne » au sens de Winogradsky) doit prendre rang, 
dans l’analyse microbiologique des terres, a cété de celles des autres 
groupements individualisés jusqu’a ce jour. 
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BLASTOMYCOSES EXPERIMENTALES DU HAMSTER DORE 
par G. SEGRETAIN et E. DROUHET. 


(Institut Pasteur, Service de Mycologie et de Physiologie végétale.) 


Parmi les animaux de laboratoire utilisés pour 1’étude des mycoses 
expérimentales, le hamster doré tend a prendre depuis ces derniéres 
années une place prépondérante. En 1952, nous avons montré que 
Vinoculation 4 cet animal d’Histoplasma capsulatum était suivie d’une 
infection généralisée du systéme réticulo-endothélial [4]. Droubet et 
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Schwarz [2] viennent d’effectuer une série de travaux sur l’histo- 
plasmose du hamster et de la souris. Dubois et coll. [3] obtien- 
nent Ja maladie expérimentale par inoculation d’Histoplasma duboist 
(histoplasme 4 grandes formes). Mariat et Drouhet [4] montrent que 
la sporotrichose expérimentale du hamster peut prendre deux aspects : 
l'un chronique avec lésions gommeuses des pattes et orchites ; l'autre 
subaigu, généralisé, avec issue fatale. Ils observent sur coupes les 
étapes du cycle évolutif du parasite allant de la forme en navette 
classique 4 la forme astéroide. Enfin dans l’actinomycose, 4 germe 
anaérobie, longtemps considérée comme une mycose, Hazen et 
coll. [5] obtiennent chez le méme animal des réactions voisines de la 
maladie spontanée avec présence de grains massués typiques dans le 
pus. 


Utilisant depuis plusieurs années le hamster doré comme animal 
d’expérience dans 1’étude des blastomycoses, nous résumons ici les 
résultats obtenus et nous les comparons & ceux de Guimaraes [6] 
et de divers autres auteurs. 


Les souches utilisées pour les inoculations proviennent de la collection 
du Service de Mycologie de l'Institut Oswaldo Cruz : 2 souches de 
Blastomyces dermatitidis portant les n°* 60 et 61 de notre mycothéque 
et 2 souches de Blastomyces (Paracoccidioides) brasiliensis portant les 
n°s 55 et 56. Tous les animaux ont été inoculés par voie intrapéritonéale 
avec 1 cm? d’une suspensiou saline de la forme levure ou de la forme 
mycélienne de l’‘un des champignons ou encore de broyats de hamsters 
parasités. 

La forme levure de B. dermatitidis souche 60 se montre particulié- 
rement pathogéne ; les 4 animaux inoculés sont morts dans les délais 
suivants : dix-huit, trente-quatre, trente-cingq et trente-cinq jours. 
L’animal inoculé avec la forme mycélienne de la souche 61 a survécu 
six mois. Sur 6 hamsters, inoculés avec B. dermatitidis, tous présentent 
des foyers congestifs importants des poumons avec souvent des zones 
hépatisées et extrémement indurées. Chez 4 animaux, le péritoine pré- 
sente des nodules plus ou moins nombreux et disséminés, et dans 
4 cas également le foie est congestif avec une exagération de l’aspect 
lobulé ; enfin on note dans un cas des abcés de la paroi du testicule. 
Le rein, la rate et le poumon sont normaux. Ces lésions sont conformes 
a celles obtenues par Heilman [7] sur la souris inoculée par voie intra- 
veineuse et par Baker [8] aprés inoculation du méme animal par voie 
intrapéritonéale. Avec une souche tunisienne, Vermeil et coll. [9] ont 
obtenu infection expérimentale d’animaux voisins du hamster : le 
mérion (Meriones shawi) et la gerbille (Gerbillus hirtipes). L’aspect 
microscopique de la Iésion est celui d’un granulome Aa centre nécro- 
tique avec, & la périphérie, des parasites sous forme levure souvent 
intracellulaires et des cellules réactionnelles (lymphocytes, mono- et 
polynucléaires), affectant parfois l’aspect de follicules arrondis. Dans 
le poumon, les alvéoles sont comblés par des parasites disséminés parmi 
des cellules réactionnelles polymorphes avec quelques plasmodes. 

Aprés inoculation de Blastomyces brasiliensis la durée moyenne de 
survie des hamsters infectés est la suivante : souche 55 forme levure, 
soixante et onze jours ; souche 56 forme mycélienne, cent quarante-cing 
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jours. Sur 18 animaux inoculés avec des cultures du parasite, 12 ont 
présenté des lésions : 9 sur 12 inoculés avec la souche 55 et 3 sur 6 
inoculés avec la souche 56. Quatre animaux ont été contaminés sur 
les 8 inoculés avec des broyats d’organes d’animaux infectés et sacri- 
fiés quatre-vingt-dix jours plus tard. Les broyats biopsiques seraient 
donc moins virulents que les suspensions de cultures. A l’autopsie des 
36 animaux infectés, les organes atteints ont été les suivants : la cavité 
péritonéale (13 fois) avec chapelets de nodules sur le péritoine, l’épiploon 
et le diaphragme ; la rate (11 fois) et le foie (9 fois) hypertrophiés avec 
réaction nodulaire ou microabcés ; le testicule (7 fois) avec orchite et 
granulations nodulaires ; les poumons (5 fois) congestifs ; le rein et le 
cerveau ont un aspect normal. 

Sur coupe, la lésion est de type nodulaire ou folliculaire, souvent 
bien circonscrite. Dans le foie les nodules sont situés a la périphérie 
du lobule et sont bien délimités par une bande fibreuse respectant le 
reste de l’organe ; au centre du nodule on peut trouver 1 A 3 énormes 
plasmodes siégeant souvent dans un sinusoide dilaté. Les noyaux sont 
rejelés 4 la périphérie des plasmodes, tandis qu’a leur centre les cel- 
lules rondes du parasite sont groupées en amas. En particulier dans 
le foie, quelques formes parasitaires polybourgeonnées, bien visibles par 
coloration 4 1’Hotchkiss-Mac Manus, ont été trouvées soit sous forme 
de bourgeons trés nombreux et petits 4 la périphérie de la cellule 
(roue de timon), soit peu nombreux et de la taille de la cellule qui les 
porte. Les trés rares lésions rénales rencontrées sont de cette forme. 

Dans le tissu lymphoide, a cété de la lésion nodulaire, on rencontre 
des follicules typiques, bien délimités, avec au centre 1 4 10 cellules 
du parasite entourées de polynucléaires puis de lymphocytes. Certains 
parasites ont une paroi épaissie par apport de substance éosinophile 
qui, dans certains cas, forme des massues étroites, allongées, pouvant 
recouvrir certaines cellules et trés semblables aux massues des grains 
actinomycosiques. De telles images, dont certaines criticables [410], ont 
été signalées par de Almeida [44]. Dans le poumon, ot des alvéoles 
sont comblés par des cellules réactionnelles, les parasites ne se trouvent 
que dans de trés rares lésions de ce type (1). 

Guimaraes [6] avait obtenu expérimentalement l’infection généra- 
lisée chez 5 hamsters par inoculation intratesticulaire de broyats de 
biopsies humaines trés riches en formes levures de B. brasiliensis. Il 
constatait la mortalité des animaux dans des délais d’environ deux 
cents jours et soulignait l’importance du hamster pour I’étude de la 
paracoccidioidomycose expérimentale. 


En résumé, d’aprés nos résultats, le hamster est un animal parti- 
culigrement utile pour l’étude expérimentale des blastomycoses, et en 
particulier de la blastomycose sud-américaine. C’est le seul animal 
avec lequel on obtienne facilement la généralisation de la maladie. 
L’inoculation intrapéritonéale semble particuli¢rement intéressante. 
Des formes nettement massuées de B. brasiliensis ont été observées. 


(1) Nous remercions Mie Couteau pour sa collaboration dans le travail 
d’anatomie pathologique. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


1. Nodule dans le foie. Cellules géantes avec amas de B. brasiliensis au centre et 
noyaux périphériques ; l'une d’elles s’est développée dans un sinusoide. Hémalun. 
Kyodo. 

2, 3, 4. Cellules polybourgeonnées de B. brasiliensis ; en 4 figures en « roue de 
timon ». Foie. Hotchkiss-Mac Manus. x 800. 

5. B. brasiliensis au centre d’un follicule (tissu lymphoide) : leur paroi est 
épaissie par apport de substance éosinophile. Hémalun. x 800. 

6. Massues étroites et allongées 4 Ja périphérie des B. brasiliensis situés au centre 
d'un follicule. Ziehl-Gram. x 800. 

Photographies Simonnet. 


Les communications suivantes ont paru ou paraitront en Mémoire 
dans les Annales de l'Institut Pasteur : 


La réaction de fixation du complément pour le diagnostic de 
Vinfection herpétique. Antigénes préparés A partir des 
liquides amniotiques et allantoiques infectés, par R. Sonmr, 


M.-M. Pemziarp, J. Gineste et F. CHAuur. 


Présence de H. capsulatum dans le sol guyanais, par H. Fiocu 
et J. AnnR&. 


Etude de la coloration des bacilles acido-alcoolo-résistants par 
le Noir Soudan, par R. Caiussinanp et M. Virrrte. 


Contribution & l’étude bactériologique de l’atmosphére. I. Ana- 
lyse de l’air de Paris, par A Besson, J. Dessorpes, 0. Rosensrocx, 
PELLETIER el Ch. GUYOTJEANNIN. 


Etudes in vitro sur la spiramycine. Activité, résistance, anti- 
biogramme, concentrations humorales, par Y. CHasserr. 


Annales de l'Institut Pasteur. Mémoire G. SEGRETAT 
T. 89. et E. DROUHET. 


MASSON ET Gie, HDITEURS 


Eee ST 


a 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 597 


Etude d’un antigéne hétérophile commun aux globules rouges 
humains et 4 Neisseria meningitidis type B, par M™ L. Pop- 
LIAcHOUK et A. Eygurem. ; 


Etude d’une souche de Bacillus pathogéne pour certains 
insectes, identifiable 4 B. thuringiensis, par M° B. Drtarorre 
et M™ S. Becuin. 


Sur des lésions testiculaires observées chez des animaux 
soumis & des injections de substances adjuvantes seules ou 
mélangées a des extraits de tissus homologues, par G. Vorsin 
et A. DELaunay. 


Mise en évidence d’un état d’iso- ou d’auto-sensibilisation au 
moyen du choc anaphylactique, par G. Voisin et A. DELaunay. 


ERRATA 


Ces Annales, 1955, 89, n° 4, Mémoire M. Guillaumie, A. Kreguer et 
M. Geoffroy : 
1° Compléter la 16° ligne, p. 377, comme suit : 
Depuis 1941, cette hémolysine est appelée 0. 
2° Remplacer les 44° et 45° lignes, p. 390, par le texte suivant : 
. en présence de cette dose de CINa est égale a 1,6 mg (au lieu 
de 1,4 mg en présence de Cl,Ca). 


AVIS 


Le IV* Congrés International de Nutrition aura lieu a Paris, du 24 
au 29 juilet 1957, sous la présidence du professeur Terroine. 

Pour tous renseignements s’adresser 4: IV° Congrés International de 
Nutrition, C.N.E.R.N. A., 71, boulevard Péreire, Paris (17°). 


LIVRES RECUS 


G. Popjak. — Chemistry, biochemistry and isotopic tracer technique. 
1 vol., 120 p. The Royal Institute of Chemistry, Lectures, Mono- 
graphs and Reports, 1955, n° 2. Londres, 1955. 


Une des techniques les plus importantes qui aient été introduites au 
cours de ces vingt derniéres années en chimie et en biochimie est 
Vemploi des isotopes. L’auteur l’a appliquée a I’étude de quelques 
problémes de biochimie, et surtout aux mécanismes de diverses bio- 
syntheses. Aprés un bref historique des découvertes qui ont suivi 
V’introduction des isotopes dans la recherche scientifique depuis 1935, 
il étudie, par cette technique, les produits intermédiaires du méta- 
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bolisme (acide citrique, glucose du glycogéne hépatique, etc.), la 
biosynthése des acides gras, du cholestérol et de la porphyrine. Les 
exemples choisis ne représentent que quelques-uns des cas days lesquels 
les corps marqués ont été utilisés. Les résultats acquis sont déja trés 
importants, mais des progrés restent encore a faire, que la méthode 
permettra stirement de réaliser. Une bibliographie de 201 références 
termine cet opuscule. Har 


S. Sherlock. — Diseases of the liver and biliary system. 1. vol., 720 p., 
196 fig., Blackwell Scientific Publications, Oxford, 1955. Prix : 
50 shillings. 


Etude trés détaillée des maladies du foie et de la vésicule biliaire, 
décrivant les perturbations fonctionnelles et les lésions histologiques 
qu’elles entrainent. Aprés un rappel de l’anatomie normale du foie, 
l’auteur envisage la biochimie des affections hépatiques, les techniques 
de biopsie, puis les diverses maladies fonctionnelles, nutritionnelles 
ou infectieuses qui peuvent atteindre les deux organes, les tumeurs, 
les kystes, l’action des toxiques et les anomalies congénitales. Un 
important index analytique compléte le volume et permet de retrouver 
aisément le sujet cherché. Hee 


A. Bracken. — The chemistry of micro-organisms. 1 vol., 343 p., Isaac 
Pitman and Sons, édit., Londres, 1955. Prix : 30 shillings. 


L’ouvrage s’adresse a la fois aux spécialistes et & tous ceux qu’inté- 
resse la chimie des microorganismes et qui posstdent les connais- 
sances élémentaires nécessaires. Il commence par deux chapitres sur 
les microorganismes et les enzymes et leur pouvoir de synthése. Une 
place importante est naturellement réservée aux antibiotiques et aux 
diverses substances isolées des microorganismes, comme les pigments, 
la nature chimique de ces corps étant longuement discutée. Les aspects 
chimiques des mutations et de la sélection, ceux de la symbiose et du 
parasitisme, l’action du milieu sur les différents germes sont égale- 
ment traités. Bien des problémes demeurent encore A résoudre en ce 
qui concerne la biochimie des microorganismes et l’auteur en indique 
quelques-uns. Vale “dhe 


K. Nakamura. — Allergy and anaphylaxis. 1 vol., 114 p., Publications 


du Department of Bacteriology, Nippon Medical School, Tokyo, 
1954. 


L’auteur a résumé dans ce petit livre les recherches que, depuis 
vingt ans, il poursuit avec divers collaborateurs sur la question. I 
envisage successivement l’anaphylaxie et l’immunité in vivo et in vitro, 
le mécanisme de l’anaphylaxie (dans lequel la réaction antigéne-anti- 
corps dans le sang ne jouerait aucun réle, non plus, semble-t-il, que 
le complément), les théories qui font intervenir l’histamine et l’acétyl- 
choline, les médicaments anti-allergiques et lallergie médicamen- 
teuse, etc. Il termine par une discussion des rapports entre allergie 


et anaphylaxie et par un examen rapide de quelques problémes fonda- 
mentaux d’immunochimie. tak, Al, 
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K. Hummel. — Die inkompletten Antikérper in der Immunbiologie. 
1 vol., 182 p., 20 fig. Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1955. 
Pro DMa 19: 


L’auteur a réuni dans cette monographie de 182 pages le résultat 
de ses recherches personnelles sur les anticorps incomplets et a résumé 
les travaux concernant ce sujet. L’importance incontestable qu’ont, du 
point de vue théorique et pratique, les anticorps incomplets, légitime 
les études de ce genre. 

L’auteur passe d’abord en revue les notions d’immunochimie appli- 
cables 4 ce domaine, les notions concernant les antigénes et les anti- 
corps, les réactions spécifiques, les hapténes, les adjuvants de l’immu- 
nisation. I] résume ensuite les études quantitatives des réactions 
entre antigéne et anticorps. Il étudie plus particulitrement les diffé- 
rentes espéces d’anticorps incomplets. Il distingue les agglutinines 
completes, les anticorps bloquants, les agglutinines incomplétes révé- 
lables en milieu sérique ou plasmatique (agglutinoides), les anticorps 
révélables par les globules rouges ayant subi un traitement enzyma- 
tique (cryptagglutinoides), les anticorps révélables 4 l’aide de sérum 
antiglobulinique, les anticorps révélables en milieu colloidal (aggloides). 
Dans le sérum d’animaux normaux, on ne peut mettre en évidence que 
les agglutinines completes et les « aggloides ». Les anticorps incomplets, 
décelables par la réaction de Coombs ou 4 l’aide de globules rouges 
traités, n’apparaissent qu’au cours d’immunisalions. Il n’y aurait en 
réalité pas de différence de valence entre les anticorps complets et 
incomplets. 

Notons que cette monographie est agréablement illustrée de nom- 
breux schémas. 

Bien que les théories de l’auteur aient été discutées, au cours de 
différents congrés, de nombreux spécialistes liront avec fruit ce 
travail. INS 1 


R. Geigy et A. Herbig. — Erreger und Uebertriéger tropischer Krank- 
heiten. 1 vol., 472 p., Verlag fiir Recht und Gesellschaft AG, édit., 
Bale, 1955. 


On aurait pu s’étonner, en 1944, de voir la Suisse, qui ne posséde 
ni colonies ni ports de mer, fonder un Institut de Médecine Tropicale. 
Or, dix ans apres cette fondation, les travaux réalisés permettent déja 
la publication de ce trés important volume, rédigé par le professeur 
Geigy et sa collaboratrice, le D™ Herbig, de Caracas, éloquent témoi- 
enage de l’activité scientifique et didactique de cet Institut. L’ouvrage 
est surtout consacré aux rapports biologiques entre les nombreux agents 
des maladies tropicales et leurs hétes arthropodes d’une part, et entre 
ceux-ci et les mammiféres, 1>homme en particulier, d’autre part. I 
étudie donc d’abord de ce point de vue les Moustiques et les différents 
agents transmis par ces insectes, les maladies A virus, les leishmanies. 
Une seconde partie est consacrée aux Réduvidés, transmetteurs des 
trypanosomiases ; une troisitéme aux Mouches et a la maladie du som- 
meil en particulier ; les suivantes, aux Puces, aux Poux, aux Tiques. 
Sont enfin étudiés les Protozoaires parasites de l’intestin, et un dernier 
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chapitre est consacré aux désinfectants et a diverses techniques de 
laboratoire. L’ouvrage possede de trés nombreuses illustrations, dont 
plusieurs planches en couleurs (les explications des figures étant 
toujours données en trois langues: allemand, frangais, anglais), qui 
permettent, entre autres, de suivre avec la plus grande clarté les stades 
de développement des divers agents infectieux et de leurs hétes et les 
rapports, souvent compliqués, qui existent entre les uns et les autres. 
La bibliographie est réunie par chapitres A la fin du volume, qui 
_comporte également un important index alphabétique. 
Haeie 


Lectures on the scientific basis of medicine. Volume III. 1953-1954. 
1 vol., 398 p., University of London, The Athlone Press, édit., 
Londres, 1955. Prix : 35 shillings. 


Tous les ans, 1’Université de Londres publie un ouvrage qui réunit 
la plupart des conférences faites au cours de l’année a cette Université 
par différents spécialistes de chacune des questions traitées. Ce troisiéme 
volume contient 21 articles, qui insistent particuliérement sur la struc- 
ture physique et chimique des tissus biologiques et leurs réactions 
a divers agents, sur l’importance du tissu conjonctif, la transmission 
chimique de ]’influx nerveux et l’action des anti-cholinestérases. Deux 
sujets qui n’avaient pas été traités les années précédentes font leur 
apparition dans le présent volume : la dermatologie et la psychopatho- 
logie expérimentale. L’ensemble de l’ouvrage constitue un tableau de 
1’état_ actuel de nos connaissances sur les divers sujets traités. 

lay i 


L. J. Harris. — Vitamins in theory and practice. 1 vol., 366 p., 108 fig., 
Cambridge University Press édit., Cambridge, Angleterre, 1955. 
Prix : 85 shillings. 


Les trois premiéres éditions de cet ouvrage avaient paru entre 1936 
et 1938. La guerre, et surtout le grand nombre des faits nouveaux 
intervenus pendant ces quelques années, retardérent la publication de 
la 4° édition jusqu’en 1955. Si le livre reprend quelques parties des 
éditions précédentes, en ce qui concerne l’historique de la découverte 
des vitamines, par exemple, il contient également de nombreux 
chapitres nouveaux et la plupart des autres ont dd étre largement 
remaniés pour tenir compte des progrés réalisés. En particulier, on ne 
compte pas moins de 98 formules nouvelles de vitamines ou substances 
voisines, et la question des vitamines K et B,, est traitée de facon 
approfondie. S’il n’a pas la prétention d’étre absolument complet, 
Vouvrage contient en tout cas l’essentiel de ce que l’on sait actuel- 
lement sur la question et son langage clair le rendra, comme le souhaite 
Vauteur, intelligible 4 tous. lak, Ah 


Le Gérant ; G. Masson. 


Dépot légal. — 1935. — 4e Trimestre. — Numéro d’ordre 2411. — Masson et Cie, édit., Paris. 
Ancne Imp. de la Cour d’Appel, 4, rue Cassette, Paris. 


